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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Το µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) είναι επιρρεπές σε µεταλλάξεις. Οι µεταλλάξεις στο 
mtDNA έχουν συνδεθεί µε σπάνια σύνδροµα βαριάς µορφής, παραδείγµατος χάριν την 
µιτοχονδριακή εγκεφαλοµυοπάθεια, γαλακτική οξέωση και συµπτώµατα εγκεφαλικού (MELAS), και 
την κληρονοµήσιµη οπτική νευροπάθεια Leber (LHON). Έχουν όµως συσχετιστεί και µε πιο 
κοινές ασθένειες όπως ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου 2, το άσθµα και µε νευροεκφυλιστικές 
ασθένειες όπως Parkinson και Alzheimer (AD). Μεταξύ των µεταλλάξεων του mtDNA, 
σηµαντικότερο ρόλο παίζουν οι µεταλλάξεις στα γονίδια tRNA, καθώς µπορούν να επηρεάσουν 
συνολικά την πρωτεϊνοσύνθεση του µιτοχονδρίου. 
Σε αυτή την µελέτη ελέγξαµε 50 ασθενείς µε AD για την παρουσία µεταλλάξεων στα 
γονίδια των µιτοχονδριακών tRNA. Βρέθηκαν 20 µεταλλάξεις. 7 από αυτές βρέθηκαν σε γονίδια 
tRNA: T4336C στο tRNAGln, A5558G στο tRNATrp, G5772A στο tRNACys, C15904T, A15924G, 
G15928A, C15946T στο tRNAThr. Οι υπόλοιπες 13 εντοπίστηκαν σε παρακείµενες 
περιοχές:T669C, T721C στο 12S rRNA, T3197C στο 16S rRNA, T8200C και G8251A στο 
γονίδιο COII, T3336C και G3337A στο γονίδιο ND1, ins568-572 (3C) και ins568-572 (5C) στο 
D-loop, A8271G, ins8277 (4C), G8292A και A15954C σε µη κωδικές περιοχές. Από το σύνολο 
των µεταλλάξεων, 5 µεταλλάξεις έχουν ήδη αναφερθεί σε ασθενείς µε AD, 3 µεταλλάξεις 
ανιχνεύθηκαν για 1η φορά, ενώ 10 µεταλλάξεις βρέθηκαν και σε φυσιολογικά άτοµα, αλλά, κατά 
πλειοψηφία, σε µικρότερο ποσοστό. 
Από την ανάλυση των παραπάνω αποτελεσµάτων και των αποτελεσµάτων µίας άλλης µελέτης 
που πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο µας, βρέθηκε ότι στο AD οι µεταλλάξεις στα γονίδια tRNA 
πιθανώς δεν διαδραµατίζουν κάποιο σηµαντικό ρόλο. Φαίνεται, αντίθετα, ότι οι µεταλλάξεις σε 
γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες είναι πιο σηµαντικές. Από τις 5 µεταλλάξεις που έχουν 
αναφερθεί στην βιβλιογραφία σε ασθενείς µε AD, οι 4 βρέθηκε ότι δεν παίζουν κάποιο ρόλο στην 
παθογένεια του Alzheimer. Από την άλλη πλευρά, η µετάλλαξη G15928A, λόγω της µεγαλύτερης 
συχνότητάς της στα φυσιολογικά άτοµα, είναι πιθανό να διαδραµατίζει έναν προστατευτικό ρόλο 
στο AD. Στο 30% (15/50) των ασθενών παρατηρήθηκε κληρονόµηση συνδυασµών δύο ή 
περισσοτέρων µεταλλάξεων οι οποίοι δεν εντοπίστηκαν στα φυσιολογικά άτοµα. Δεν γνωρίζουµε 
πώς οι συνδυασµοί αυτοί επηρεάζουν την παθογένεια του AD επειδή δεν διαθέτουµε στοιχείa για 
το πώς οι µεταλλάξεις αυτές επηρεάζουν την λειτουργία του µιτοχονδρίου. Τέλος, για να 
εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για το ρόλο των σηµειακών µεταλλάξεων του mtDNA στην 
εµφάνιση της νόσου Alzheimer πρέπει να ολοκληρωθεί η έρευνα σε όλα τα tRNA γονίδια στους 
ασθενείς και να γίνει σύγκριση µε µεγάλη οµάδα του φυσιολογικού πληθυσµού. Ακόµα, είναι 
απαραίτητος ο προσδιορισµός της ακριβούς επίδρασης των µεταλλάξεων που έχουν βρεθεί στη 
λειτουργία των µιτοχονδρίων ώστε να προσδιοριστεί η ακριβής επίδραση (ευεργετική, βλαβερή ή 
µηδαµινή) αυτών των µεταλλάξεων στη εµφάνιση και εξέλιξη του AD. 
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ABSTRACT 
Mitochondrial DNA (mtDNA) is susceptible to mutations. Mutations in mtDNA have 
been associated with rare syndromes with severe symptoms, such as mitochondrial myopathy, 
encephalomyopathy, lactic acidosis, stroke-like symptoms (MELAS) and Leber's hereditary 
optic neuropathy (LHON). They have also been correlated with more common disorders, such 
as diabetes mellitus type 2, asthma and neurodegenerative diseases such as Parkinson and 
Alzheimer (AD). Among the mutations of mtDNA, mutations in the genes of tRNA play a more 
important role, since they can affect the protein synthesis of mitochondria as a whole. 
In this study we examined 50 Alzheimer patients for the presence of mutations in 
mitochondrial tRNA. 20 mutations were found in 25 of the patients. 7 of these were found in 
tRNA genes: T4336C in tRNAGln, A5558G in tRNATrp, G5772A in tRNACys, C15904T, A15924G, 
G15928A, and C15946T in tRNAThr. The remaining 13 were found in surrounding regions: 
T669C, T721C in 12S rRNA, T3197C in 16S rRNA, T8200C and G8251A in COII gene, 
T3336C and G3337A in ND1 gene, ins568-572 (3C) and ins568-572 (5C) in D-loop, A8271G, 
ins8277 (4C), G8292A and A15954C in non coding regions. In this group of mutations, 5 
mutations have already been mentioned in Alzheimer patients, 3 mutations were detected for 
the first time, while 7 mutations were also found in controls, but mostly, with lesser 
frequency. 
From the analysis of the above results and the results of one other study that took place 
in our lab, we found that in AD the mutations of tRNA genes probably do not play an 
important role. In contrast, it seems that mutations in protein coding genes are more 
important. From the 5 mutations that have been mentioned in the literature on patients with 
AD, 4 were found to have no effect on the pathogenesis of Alzheimer. On the other hand, 
the G15928A mutation, because it appears with greater frequency in controls, it is likely to 
have a protective effect in AD. In 30% (15/50) of the patients we observed the inheritance 
of combinations of two or more mutations; these combinations were not detected in controls. 
We do not know how these combinations affect the pathogenicity of AD because we have no 
evidence about the way these mutations affect the function of mitochondria. Finally, in order 
to safely conclude about the role of point mutations of mtDNA in the occurrence of 
Alzheimer’s disease we have to complete the research on all tRNA genes in the patients and 
compare the results with a big sample of controls. In addition, it is necessary to determine 
the exact effect of the mutations that have been found on the function of mitochondria in 
order to determine the exact effect (beneficial, deleterious, or null) of these mutations on 
the occurrence and progress of AD. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 Μιτοχόνδρια 
Στην κυτταρική βιολογία, το µιτοχόνδριο είναι ένα οργανίδιο που περικλείεται από µεµβράνη και 
βρίσκεται σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα· η εξαίρεση είναι η Giardia intestinalis  η οποία διαθέτει 
µιτοσώµατα τα οποία είναι εκφυλισµένα µιτοχόνδρια και δεν συµµετέχουν στον αερόβιο µεταβολισµό [Henze 
K, Martin W (2003)]. Η λέξη µιτοχόνδριο προέρχεται από τον συνδυασµό των λέξεων µίτος, νήµα και 
χόνδριον, κόκκος. Το µέγεθός τους κυµαίνεται από 0,5 – 10 µικρόµετρα (µm) σε διάµετρο. Τα µιτοχόνδρια 
µερικές φορές περιγράφονται ως “κυτταρικά εργοστάσια παραγωγής ενέργειας” επειδή παράγουν το 
µεγαλύτερο µέρος της διαθέσιµης ποσότητας τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) του κυττάρου, που 
χρησιµοποιείται ως πηγή χηµικής ενέργειας [Campbell et al. (2006)]. Επιπροσθέτως, τα µιτοχόνδρια 
εµπλέκονται σε πολλές άλλες διεργασίες, όπως τη µεταγωγή σήµατος, την κυτταρική διαφοροποίηση, την 
απόπτωση, και τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου και της κυτταρικής αύξησης [McBride HM, et al (2006)]. 
Αρκετά χαρακτηριστικά καθιστούν τα µιτοχόνδρια µοναδικά: i) Ο διαφορετικός αριθµός των 
µιτοχονδρίων του κυττάρου µεταξύ διαφορετικών οργανισµών και τύπων ιστών. Πολλά κύτταρα έχουν µόνο 
ένα µιτοχόνδριο, ενώ άλλα µπορεί να περιέχουν αρκετές χιλιάδες µιτοχόνδρια [Alberts, Bruce et al (1994) 
& Voet, Donald et al (2006)]. ii) Τα υποδιαµερίσµατα µε εξειδικευµένες λειτουργίες από τα οποία 
συντελείται το µιτοχόνδριο. Αυτά τα υποδιαµερίσµατα περιλαµβάνουν την εξωτερική µεµβράνη, την 
ενδιάµεση περιοχή, την εσωτερική µεµβράνη, τις περιοχές µεταξύ των πτυχώσεων της εσωτερικής 
µεµβράνης και την µήτρα. iii) Η ποικιλία των µιτοχονδριακών πρωτεϊνών µεταξύ διαφορετικών ιστών και 
ειδών. Στον άνθρωπο, έχουν ταυτοποιηθεί 615 ξεχωριστοί τύποι πρωτεϊνών από µιτοχόνδρια της καρδίας 
[Taylor SW, et al (2003)], ενώ στον ποντικό, έχουν αναφερθεί 940 πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από 
ξεχωριστά γονίδια [Zhang J, Li X et al (2008)]. Το µιτοχονδριακό πρωτέωµα θεωρείται ότι ρυθµίζεται 
ενεργητικά [Zhang J, Liem DA, et al (2008)]. iv) Η παρουσία του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. Παρόλο 
που σχεδόν όλο το DNA του κυττάρου βρίσκεται στον πυρήνα, το µιτοχόνδριο έχει το δικό του ανεξάρτητο 
γονιδίωµα το οποίο δείχνει σηµαντική οµοιότητα µε τα βακτηριακά γονιδιώµατα [Andersson SG, et al 
(2003)]. 
Τα µιτοχόνδρια έχουν συσχετιστεί µε αρκετές ανθρώπινες ασθένειες, συµπεριλαµβανοµένων των 
µιτοχονδριακών ασθενειών [Gardner A, Boles RG (2005)] και των καρδιακών δυσλειτουργιών [Lesnefsky 
EJ, et al. (2001)], και µπορεί να παίζουν ρόλο στην διαδικασία της γήρανσης. 
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1.2 Μιτοχονδριακές ασθένειες 
Λόγω του κεντρικού ρόλου των µιτοχονδρίων στον κυτταρικό µεταβολισµό, η βλάβη - και επακόλουθη 
δυσλειτουργία – των µιτοχονδρίων είναι ένας σηµαντικός παράγοντας σε αρκετές ανθρώπινες ασθένειες. Οι 
µιτοχονδριακές διαταραχές συχνά εµφανίζονται ως νευρολογικές διαταραχές, αλλά µπορούν να εµφανιστούν 
και ως µυοπάθεια, διαβήτης, πολλαπλή ενδοκρινοπάθεια, ή µια ποικιλία από άλλες συστηµατικές εκδηλώσεις 
[Zeviani M, Di Donato S (2004)]. Οι ασθένειες που οφείλονται σε µεταλλάξεις του µιτοχονδριακού DNA 
(mtDNA) περιλαµβάνουν το σύνδροµο Kearns-Sayre (KSS), το σύνδροµο MELAS και την κληρονοµική 
οπτική νευροπάθεια Leber [Taylor RW, Turnbull DM (2005)]. Στην πλειοψηφία των περιπτώσεων, αυτές 
οι ασθένειες µεταδίδονται από την µητέρα στα παιδιά της, καθώς το ζυγωτό αποκτά τα µιτοχόνδριά του και 
εποµένως το mtDNA του από το ωάριο. Ασθένειες όπως το σύνδροµο Kearns-Sayre, το σύνδροµο του 
Pearson, και η προοδευτική εξωτερική οφθαλµοπληγία θεωρούνται ότι οφείλονται σε µεγάλες αναδιατάξεις 
του mtDNA, ενώ άλλες ασθένειες όπως το σύνδροµο MELAS, η κληρονοµική οπτική νευροπάθεια Leber, το 
σύνδροµο MERRF, και άλλες οφείλονται σε σηµειακές µεταλλάξεις του mtDNA [Zeviani M, Di Donato S 
(2004)]. 
Σε άλλες ασθένειες, βλάβες σε πυρηνικά γονίδια οδηγούν σε δυσλειτουργία των µιτοχονδριακών 
πρωτεϊνών. Αυτό συµβαίνει στην αταξία του Friedreich, στην κληρονοµική σπαστική παραπληγία, και στην 
ασθένεια του Wilson [Chinnery PF, Schon EA (2003)]. Αυτές οι ασθένειες οφείλονται σε µεταλλάξεις που 
κληρονοµούνται µε µεντελικό τρόπο, όπως συµβαίνει στις περισσότερες γενετικές ασθένειες. Μια ποικιλία 
ασθενειών οφείλονται σε πυρηνικές µεταλλάξεις των ενζύµων της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, όπως η 
ανεπάρκεια του συνενζύµου Q10 και το σύνδροµο Barth [Zeviani M, Di Donato S (2004)]. Ακόµα, οι 
επιδράσεις του περιβάλλοντος µπορεί να αλληλεπιδράσουν µε τις κληρονοµικές προδιαθέσεις και να 
προκαλέσουν µιτοχονδριακή ασθένεια. Για παράδειγµα, µπορεί να υπάρχει µία σύνδεση µεταξύ της έκθεσης 
σε εντοµοκτόνα και το όψιµης εµφάνισης Parkinson [Sherer TB, et al (2002) & Gomez C, et al (2007)]. 
Άλλες παθολογικές καταστάσεις µε αιτιολογία που εµπεριέχει µιτοχονδριακή δυσλειτουργία 
περιλαµβάνουν την σχιζοφρένεια, την διπολική διαταραχή, την άνοια, το Alzheimer, το Parkinson την 
επιληψία, τα εγκεφαλικά επεισόδια όταν εµφανίζονται σε νεαρή ηλικία, την καρδιοπάθεια, την 
αµφιβληστροειδήτιδα, και το σακχαρώδη διαβήτη [Schapira AH (2006) &. Pieczenik SR, Neustadt J 
(2007)]. Ένα κοινό χαρακτηριστικό που θεωρείται ότι συνδέει αυτές τις κατά τα άλλα άσχετες µεταξύ τους 
διαταραχές είναι η κυτταρική βλάβη που προκαλεί το οξειδωτικό στρες. Δεν έχει διευκρινιστεί ακόµα πώς 
ακριβώς η µιτοχονδριακή δυσλειτουργία επηρεάζει την αιτιολογία αυτών των παθολογικών καταστάσεων. 
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1.3 Μεταλλάξεις του µιτοχονδριακού DNA 
Το µιτοχονδριακό γονιδίωµα είναι ένα µικρό, κυκλικό, δίκλωνο µόριο το οποίο έχει 37 γονίδια 
[Anderson S, et al (1981)]. Από αυτά, τα 24 [δύο γονίδια ριβοσωµικών RNA (rRNA) και 22 γονίδια 
µεταφορικών RNA (tRNA)] είναι απαραίτητα για την µετάφραση του µιτοχονδριακού DNA (mtDNA), και τα 
13 κωδικοποιούν υποµονάδες της αναπνευστικής αλυσίδας (7 υποµονάδες του συµπλόκου I, µία υποµονάδα 
του συµπλόκου III, τρεις υποµονάδες του συµπλόκου IV, και δύο υποµονάδες του συµπλόκου V) (Εικόνα 1). 
Επειδή τόσες πολλές ανθρώπινες ασθένειες οφείλονται σε µεταλλάξεις του mtDNA, οι αρχές και η 
κλινική σηµασία της “µιτοχονδριακής γενετικής” θα πρέπει να είναι γνωστά στον θεράποντα ιατρό. Η 
µιτοχονδριακή γενετική διαφέρει από την µεντελική γενετική σε τρία κυρίως σηµεία [DiMauro S, Schon EA 
(2001)]. 
 
 
Μητρική κληρονόµηση 
Μετά την γονιµοποίηση, το mtDNA του σπέρµατος αποικοδοµείται ενεργητικά και εποµένως το mtDNA 
κληρονοµείται από την µητέρα. Εποµένως, µία µητέρα που είναι φορέας µετάλλαξης στο mtDNA µπορεί να 
την κληροδοτήσει σε όλα τα παιδιά της, αλλά µόνο οι κόρες της θα την µεταδώσουν στα παιδιά τους 
[DiMauro S, Schon EA (2001)]. 
Εικ. 1. Χάρτης του ανθρώπινου µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. Κάθε µιτοχόνδριο περιέχει 2-10 αντίγραφα ενός 
µικρού, δίκλωνου, κυκλικού DNA 16.569 kb. Οι δύο κλώνοι του mtDNA διαφοροποιούνται λόγω του νουκλεοτιδικού  
τους περιεχοµένου µε τον πλούσιο σε γουανίνη κλώνο να αναφέρεται ως βαριά (heavy, H) αλυσίδα, και τον πλούσιο 
σε κυτοσίνη κλώνο να αναφέρεται ως ελαφριά (light, L) αλυσίδα. Η βαριά αλυσίδα κωδικοποιεί (δρα ως µήτρα για την  
µεταγραφή) 28 γονίδια, και η ελαφριά αλυσίδα κωδικοποιεί 9 γονίδια. Δηλαδή, συνολικά το mtDNA κωδικοποιεί 37 
γονίδια. Από τα 37 γονίδια, 13 κωδικοποιούν πρωτεΐνες, υποµονάδες της αναπνευστικής αλυσίδας (Cyt b, ND1-6, 
COI-III, A6/8), 2 γονίδια κωδικοποιούν rRNA (12S και 16S) και 22 γονίδια κωδικοποιούν tRNA. Τα tRNA είναι 
διασκορπισµένα µεµονωµένα ή σε µικρές συστοιχίες µεταξύ των άλλων λειτουργικών RNA. Τα tRNA που 
κωδικοποιούνται από την βαριά αλυσίδα υποδεικνύονται µε γαλάζιο χρώµα, και τα tRNA που κωδικοποιούνται από 
την ελαφριά αλυσίδα υποδεικνύονται µε κίτρινο χρώµα [Zifa E, et al (2007] 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:40:10 EET - 137.108.70.7
 11
Ετεροπλασµία/ Φαινόµενο Ουδού 
Σε αντίθεση µε τα πυρηνικά γονίδια, κάθε ένα από τα οποία διαθέτει ένα πατρικό και ένα µητρικό 
αλληλόµορφο, τα µόρια mtDNA υπάρχουν σε εκατοντάδες ή χιλιάδες αντίγραφα σε κάθε κύτταρο. Οι 
µεταλλάξεις του mtDNA µε βλαβερή επίδραση συχνά επηρεάζουν µερικά αλλά όχι όλα τα γονιδιώµατα. Έτσι, 
κύτταρα, ιστοί, ακόµα και ολόκληροι οργανισµοί, µπορεί να έχουν δύο πληθυσµούς mtDNA: φυσιολογικά 
(αγρίου τύπου) και µεταλλαγµένα, µία κατάσταση που είναι γνωστή ως ετεροπλασµία. Σε φυσιολογικά άτοµα, 
όλα τα mtDNA είναι πανοµοιότυπα, µία κατάσταση που είναι γνωστή ως οµοπλασµία. Μεταλλάξεις του 
mtDNA χωρίς βλαβερή επίδραση (ουδέτεροι πολυµορφισµοί) συνήθως είναι οµοπλασµικές, ενώ παθογόνες 
µεταλλάξεις συνήθως είναι, αλλά όχι πάντα, ετεροπλασµικές. 
Είναι λογικό ότι πρέπει να υπάρχει ένας κρίσιµος ελάχιστος αριθµός µεταλλαγµένων mtDNA πριν η 
δυσλειτουργία στον ιστό και τα κλινικά συµπτώµατα γίνουν εµφανή. Η ουδός παθογένεσης της συγκέντρωσης 
των µεταλλαγµένων mtDNA είναι χαµηλότερος σε ιστούς που εξαρτώνται περισσότερο από τον αερόβιο 
µεταβολισµό σε σχέση µε ιστούς που µπορούν να βασίζονται στην αναερόβια γλυκόλυση [DiMauro S, Schon 
EA (2001)]. 
 
Μιτωτικός διαχωρισµός 
Στην κυτταρική διαίρεση, το ποσοστό των µεταλλαγµένων mtDNA στα θυγατρικά κύτταρα µπορεί να 
αλλάξει: αν και όταν η ουδός παθογένειας για έναν ιστό ξεπεραστεί, ο φαινότυπος µπορεί επίσης να αλλάξει. 
Αυτό συµβάλλει στην σχετιζόµενη µε τον χρόνο µεταβλητότητα των κλινικών συµπτωµάτων που συχνά 
παρατηρείται σε διαταραχές που σχετίζονται µε το mtDNA. Εξ' ορισµού, ο µιτωτικός διαχωρισµός δεν 
µπορεί να εξηγήσει µία µεταβολή στο ποσοστό των µεταλλαγµένων mtDNA σε µη διαιρούµενα κύτταρα όπως 
οι σκελετικοί µύες και οι νευρώνες. Η αντιγραφή του mtDNA που γίνεται ανεξάρτητα της αντιγραφής του 
πυρηνικού DNA έχει προταθεί ως µία εξήγηση για αυτές τις µεταβολές [Chinnery PF, Samuels DC (1999)]. 
Τα µιτοχόνδρια και το mtDNA είναι βρίσκονται σε όλους τους ιστούς, το οποίο εξηγεί γιατί κάθε ιστός 
στο σώµα µπορεί να επηρεαστεί από τις µεταλλάξεις του mtDNA. Λόγω της ετεροπλασµίας και του 
φαινοµένου της ουδού, διαφορετικοί ιστοί που παρουσιάζουν την ίδια µετάλλαξη στο mtDNA µπορεί να 
επηρεαστούν σε διαφορετικό βαθµό ή και να µην επηρεαστούν καθόλου, πράγµα το οποίο εξηγεί την µερικές 
φορές αινιγµατική ποικιλία συνδρόµων που σχετίζονται µε τις µεταλλάξεις του mtDNA, ακόµα και σε 
συγκεκριµένο γενεαλογικό δέντρο. Συχνά λέγεται ότι κάθε ασθενής που παρουσιάζει συµπτώµατα σε πάνω 
από ένα όργανα και υπάρχουν ενδείξεις µητρικής κληρονοµικότητας θα πρέπει να θεωρείται ότι έχει µία 
παθογόνο µετάλλαξη στο mtDNA µέχρι αποδείξεως του εναντίου. Παρόλο που αυτός ο “χρυσός κανόνας” 
έχει µια πρακτική αξία, είναι σηµαντικό να λαµβάνεται υπόψη ότι το αντίστροφο δεν ισχύει, δηλαδή, ασθενείς 
µε συµπτώµατα σε έναν µόνο ιστό και καµία ένδειξη µητρικής κληρονοµικότητας µπορεί επίσης να έχουν 
παθογόνες µεταλλάξεις του mtDNA. Αυτό συχνά εξαρτάται από τον τύπο του γονιδίου του mtDNA που 
επηρεάζεται. 
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Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι µιτοχονδριακών µεταλλάξεων, αυτές που επηρεάζουν την µιτοχονδριακή 
πρωτεϊνοσύνθεση στο σύνολό της και αυτές που εντοπίζονται στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 
[DiMauro S, Schon EA (2001)]. 
 
1.3.1 Μεταλλάξεις στα γονίδια που είναι υπεύθυνα για την µιτοχονδριακή 
πρωτεϊνοσύνθεση 
Οι µεταλλάξεις στα γονίδια που είναι υπεύθυνα για την µιτοχονδριακή πρωτεϊνοσύνθεση περιλαµβάνουν 
ελλείψεις (που πάντα συναντώνται σε ένα ή περισσότερα γονίδια tRNA), και σηµειακές µεταλλάξεις στα 
γονίδια rRNA και tRNA. Ορισµένες από αυτές τις µεταλλάξεις είναι πολυµορφισµοί οι οποίοι δεν συνδέονται 
µε κάποιο παθολογικό φαινότυπο ενώ οι υπόλοιπες επηρεάζουν κάποια σηµαντική θέση των µορίων rRNA 
και tRNA οδηγώντας έτσι στην αλλαγή της δοµής αυτών των µορίων και εποµένως στην αλλαγή της 
λειτουργικότητάς τους. Η κλινική εµπειρία έχει δείξει ότι οι µεταλλάξεις που προκαλούν αλλαγές στην 
λειτουργικότητα των rRNA και tRNA συνήθως σχετίζονται µε διαταραχές σε πολλά συστήµατα, µε 
γαλακτική οξέωση, και µαζικό πολλαπλασιασµό των µιτοχονδρίων ο οποίος οδηγεί στην εµφάνιση “τραχειών 
ερυθρών” µυϊκών ινών σε βιοψίες µυών [Engel WK, Cunnigham CG (1963)]. Ιστοχηµικές µελέτες έχουν 
δείξει ότι οι τραχιές ερυθρές ίνες (RRF) σε αυτές τις καταστάσεις αντιδρούν έντονα µε την χρώση της 
αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού οξέος (SDH) αλλά αντιδρούν ασθενώς ή και καθόλου µε την χρώση της 
οξειδάσης του κυτοχρώµατος c (COX) [DiMauro S, Schon EA (1998)]. Αυτό το πρότυπο χρώσης εξηγείται 
από το γεγονός ότι η SDH κωδικοποιείται εξ΄ ολοκλήρου από το πυρηνικό γονιδίωµα, ενώ τρεις από τις 13 
υποµονάδες της COX κωδικοποιούνται από το mtDNA. Η µόνη εξαίρεση σε αυτόν τον “κανόνα” είναι το 
σύνδροµο µιτοχονδριακής εγκεφαλοµυοπάθειας, γαλακτικής οξέωσης, και συµπτώµατα εγκεφαλικού 
(MELAS), στο οποίο οι RRF είναι συνήθως θετικές στην COX. Η αιτία για αυτή την εξαίρεση µπορεί να είναι 
ότι το φορτίο των µεταλλαγών στους µύες των ασθενών µε τυπικό MELAS δεν ξεπερνά το εξαιρετικά υψηλό 
κατώφλι που πρέπει να ξεπεραστεί για να επηρεαστεί η ενεργότητα του COX [Petruzzella V, et al (1994)]. 
Όσον αφορά την κληρονοµικότητα, καταστάσεις που σχετίζονται µε σηµειακές µεταλλάξεις, όπως το 
MELAS, η µυοκλωνική επιληψία µε τραχιές ερυθρές ίνες (MERRF), η νευροπάθεια αταξία και 
µελαγχρωστική αµφιβληστροειδοπάθεια (NARP)/ µητρικά κληρονοµούµενο σύνδροµο Leigh (MILS), 
µεταδίδονται µε µητρική κληρονόµηση, ενώ καταστάσεις που οφείλονται σε ελλείψεις του mtDNA είναι 
σποραδικά γεγονότα σε σχεδόν όλες τις περιπτώσεις. Ακόµα, παρόλο που οι µεταλλάξεις στα γονίδια tRNA 
συνήθως σχετίζονται µε πολυσυστηµατικές διαταραχές, σε σπάνιες περιπτώσεις επηρεάζεται µόνο ένας 
ιστός, συνηθέστερα οι σκελετικοί µύες [DiMauro S, Schon EA (2001)]. 
 
• Μεταλλάξεις των µιτοχονδριακών tRNA 
Τα βιοχηµικά µονοπάτια που συσχετίζονται µε σχετιζόµενες µε το tRNA παθολογίες αφορούν 
ανεπάρκειες του µηχανισµού της αερόβιας αναπνοής όπως χαµηλότερη κυτταρική αναπνοή (κατανάλωση 
οξυγόνου), χαµηλότερη δραστηριότητα των συµπλόκων της αναπνευστικής αλυσίδας (συχνά πρόκειται για 
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ανεπάρκεια στο σύµπλοκο I και στο σύµπλοκο IV) και χαµηλότερη σύνθεση του ATP. Αυτές οι ανωµαλίες 
συνδέονται µε την απορύθµιση της µιτοχονδριακής µετάφρασης των συµπλόκων της αναπνευστικής 
αλυσίδας. Έχει παρατηρηθεί ένας ισχυρά µειωµένος ρυθµός µιτοχονδριακής πρωτεϊνοσύνθεσης για αρκετές 
µεµονωµένες µεταλλάξεις του tRNA. Όµως, η µειωµένη µιτοχονδριακή πρωτεϊνοσύνθεση δεν µπορεί να 
εξηγήσει την µειωµένη αναπνευστική δραστηριότητα επειδή τα επίπεδα της πρωτεϊνοσύνθεσης δεν φαίνεται 
να αντιστοιχούν στην ενζυµική δραστηριότητα που εµπλέκεται σε αυτές τις διεργασίες [Chomyn A, et al 
(1992)]. Από την άλλη πλευρά αναφέρθηκαν εξαιρέσεις όπου ο ρυθµός της µιτοχονδριακής µετάφρασης δεν 
επηρεάζεται (ή επηρεάζεται πολύ λίγο) από µία µετάλλαξη ενός γονιδίου tRNA, για παράδειγµα την 
µετάλλαξη του tRNALeu(UUR) A3243G [Janssen GM, et al (1999)], υποδηλώνοντας ότι εναλλακτικοί ή 
προσθετικοί µηχανισµοί µπορεί να συσχετίζουν µία µετάλλαξη ενός γονιδίου tRNA µε έναν φαινότυπο. 
Μελέτες των µοριακών και των κυτταρικών αποτελεσµάτων των µεταλλάξεων σε γονίδια mt tRNA 
έχουν προσφέρει σηµαντικές πληροφορίες για τα δοµικά και τα λειτουργικά ελαττώµατα που προκαλούνται 
από τις µεταλλάξεις. Όµως, τέτοιες µελέτες συνεχίζουν να είναι δύσκολες λόγω της ετεροπλασµικής φύσης 
του µιτοχονδριακού DNA. Έχουν περιγραφεί πολλές διαφορετικές προσεγγίσεις: ένα πρώτο αποφασιστικό 
βήµα προήλθε από τη δηµιουργία ζευγών οµοπλασµικών κυτταρικών σειρών κυτταροπλασµατικών υβριδίων 
(cybrids), δηλαδή, κύτταρα µε το ίδιο πυρηνικό περιβάλλον µε µιτοχόνδρια που διαφέρουν µόνο στην 
απουσία ή στην παρουσία µίας συγκεκριµένης µετάλλαξης σε ένα δεδοµένο γονίδιο tRNA. Η µελέτη των 
µεταλλάξεων στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα χρησιµοποιώντας ανθρώπινες κυτταρικές σειρές είναι τεχνικά 
δύσκολη λόγω της δυσκολίας εισαγωγής κατασκευασµένου DNA στο οργανίδιο. Μία µεθοδολογία για να 
ξεπεραστεί αυτό το πειραµατικό εµπόδιο πρωτοπαρουσιάστηκε το 1989 από τους King και Attardi, που 
µπόρεσαν να µεταφέρουν µιτοχόνδρια αποµονωµένα από ασθενείς που έφεραν παθογόνες µεταλλάξεις σε 
καλλιεργούµενα κύτταρα για να δηµιουργήσουν κυτταρικές σειρές κυτταροπλασµατικών υβριδίων. Αυτό το 
αποφασιστικό βήµα έδωσε την ευκαιρία να επιβεβαιωθεί το γεγονός ότι οι µεταλλάξεις που συνδέονται µε 
την σωµατική δυσλειτουργία παράγουν έναν ανιχνεύσιµο κυτταρικό φαινότυπο. Ακόµα, η ποικιλία των 
κυτταρικών τύπων που χρησιµοποιούνται για την δηµιουργία cybrids µε διαφορετικά πυρηνικά περιβάλλοντα 
(π.χ. HeLa, οστεοσαρκώµατος και λεµφοβλαστικά) δεν επιτρέπει άµεσες συγκρίσεις. 
Άλλες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί σε βιοψίες ασθενών ή σε πρωτογενείς κυτταρικές σειρές. Αυτές 
οι ex vivo αναλύσεις, βασισµένες στον καθαρισµό ενός συγκεκριµένου tRNA από καλλιεργηµένα κύτταρα ή 
από βιοψίες, είναι πολύ ισχυρές αλλά έχουν ποσοτικούς περιορισµούς. Τέλος, µία εναλλακτική προσέγγιση, 
που αποφεύγει τα φαινόµενα ετεροπλασµίας στην µελέτη των παθολογικών tRNA και δίνει πρόσβαση σε µία 
επαρκή ποσότητα υλικού, χρησιµοποιεί ως υποστρώµατα µεταλλαγµένα tRNA που έχουν προετοιµαστεί µε 
µεταλλαξιγένεση ειδικής θέσης των αντίστοιχων γονιδίων και in vitro µεταγραφή και περιλαµβάνει την 
χρήση ενζύµων που είτε είναι ανασυνδυασµένα είτε αποµονώνονται από καλλιεργούµενα κύτταρα χωρίς 
µιτοχονδριακές ασθένειες. Αυτή η προσέγγιση έδωσε πρόσφατα την δυνατότητα της διερεύνησης των 
αποτελεσµάτων αρκετών σηµειακών µεταλλάξεων σε διάφορα στάδια του µεταβολισµού του tRNA [Giegé R, 
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et al (1998)]. 
Η εικόνα που σχηµατίζεται από αυτές τις µελέτες είναι ότι τα πολυποίκιλα και περίπλοκα 
αποτελέσµατα των µεταλλάξεων των tRNA µπορεί να οφείλονται στην αποσταθεροποίηση των δοµικών 
χαρακτηριστικών η οποία καταστρέφει την φυσιολογική αναδίπλωση των tRNA η οποία είναι απαραίτητη για 
όλες τις λειτουργίες τους. Για να εκπληρώσουν τον βιολογικό τους ρόλο, τα tRNA µπορεί να έχουν πολύ 
συγκεκριµένες δοµικές ιδιότητες που επιτρέπουν την βέλτιστη τοποθέτηση των σηµάτων για αλληλεπίδραση 
µε διάφορους συνδέτες όπως τις αµινοάκυλο-tRNA συνθετάσες, και τα ένζυµα που συµµετέχουν στην 
επεξεργασία των άκρων, στην σταθερότητα του tRNA, και στην αµινοακυλίωση, ή µπορεί να επάγουν µία 
ανώµαλη διαµόρφωση του tRNA η οποία τελικά οδηγεί σε ένα µειωµένο επίπεδο σταθερής κατάστασης του 
φυσιολογικού αµινοακυλιωµένου tRNA, το οποίο στην συνέχεια µειώνει την µιτοχονδριακή πρωτεϊνοσύνθεση 
[Florentz C (2002), Florentz C, et al (2003), Wittenhagen LM, Kelley SO (2003), Levinger L, et al 
(2004)] [Zifa E, et al (2007)]. 
Η δοµή του tRNA. Η ιδιοσυγκρασία της δοµής του tRNA (σχήµα-L) σε συνδυασµό µε τις πολλές 
µεταµεταγραφικές τροποποιήσεις καθορίζει τον λειτουργικό ρόλο των µορίων tRNA κατά την 
πρωτεϊνοσύνθεση. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα µία σηµειακή µετάλλαξη είτε να επηρεάζει την δοµή του tRNA 
µόνο στο άµεσο περιβάλλον της µετάλλαξης (αφήνοντας την γενική δοµή του tRNA ανέπαφη) ή να επηρεάζει 
σοβαρά την δοµή του tRNA διαταράσσοντας επαφές που σταθεροποιούν την δευτεροταγή και τριτοταγή 
δοµή του tRNA. 
Οι µεταλλάξεις του tRNAIle T4285C, G4298A, και A4317G, προκαλούν µία δοµική ευπάθεια [Kelley S, 
et al 2001], η µετάλλαξη του tRNASer(UCN) G7497A προκαλεί ήπιες δοµικές διαταραχές [Möllers M, et al 
(2005)]. Ακόµα η µετάλλαξη C5703T επάγει µία αλλαγή της διαµόρφωσης στο tRNAAsn υποδηλώνοντας ότι 
η µετάλλαξη αποσταθεροποιεί την δευτεροταγή ή τριτοταγή δοµή του tRNAAsn [Hao H, Moraes CT (1997)]. 
Αντίθετα, η µετάλλαξη T12311C µειώνει την ευελιξία της δευτεροταγής δοµής στο tRNALeu(CUN) [Hao R, et 
al (2005)]. Η δοµική ανάλυση αποκάλυψε ότι η ευελιξία του tRNALeu(CUN) διευκολύνει ένα γλίστρηµα του 
βραχίονα Τ (T-stem), που επηρεάζει την ικανότητα φόρτωσης του µορίου. Η µετάλλαξη T12311C 
καταστρέφει την ικανότητα γλιστρήµατος του T-stem παρεµποδίζοντας έτσι την ρύθµιση της ικανότητας 
φόρτωσης του tRNALeu(CUN). 
Η µετάλλαξη του tRNALeu(UUR) A3243G επάγει µία δραµατική δοµική αλλαγή, τον σχηµατισµό ενός 
διµερούς συµπλόκου µέσω του σχηµατισµού διαµοριακών ζευγών βάσεων µεταξύ των βρόχων D (D-loop) 
των tRNA [Wittenhagen LM, Kelley SO (2002)]. Η σταθερότητα του διµερούς συµπλόκου ήταν αρκετά 
υψηλή (Kd = 150nM) για να θεωρηθεί ότι µπορεί να παρουσιάζεται και in vivo. Επιπρόσθετες µελέτες 
υποδεικνύουν ότι ο διµερισµός είναι µερικώς υπεύθυνος για την παρατηρούµενη απώλεια λειτουργίας του 
µεταλλαγµένου tRNA. 
Σύµφωνα µε τα δοµικά τους χαρακτηριστικά, τα tRNA αναγνωρίζονται από πρωτεϊνικούς συνδέτες 
µέλη του µεταφραστικού µηχανισµού και εισέρχονται στις ριβοσωµικές ενεργές θέσεις. Μία καθορισµένη 
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τρισδιάστατη διαµόρφωση είναι σηµαντική για την αποτελεσµατική πρόσδεση και δραστικότητα του µορίου. 
Όταν το µεταλλαγµένο κατάλοιπο αποτελεί ένα σηµαντικό στοιχείο της αρχιτεκτονικής του tRNA, είναι 
αναµενόµενη η παρουσία επιβλαβών επιδράσεων στις περισσότερες από τις αλληλεπιδράσεις µε τα άλλα 
βιοµόρια. 
Ενδονουκλεολυτική πέψη των 5'- και 3'- άκρων και προσθήκη του CCA στο 3'- άκρο του tRNA. Τα 
µιτοχονδριακά tRNA µεταγράφονται ως πρόδροµα µόρια µε 5' αλληλουχίες οδηγούς (που αποµακρύνονται 
από την RΝάση P) και 3' µετατερµατικές αλληλουχίες (που αποµακρύνονται ενδονουκλεολυτικά από την 3-
tRNάση ή RΝάση Z). Στο 3' άκρο που παράγεται µέσω της πέψης από την tRΝάση Z προστίθεται 
ακολούθως, από µία tRNA νουκλεοτιδυλοτρανσφεράση (ένζυµο προσθήκης CCA, CCAse), µία τριπλέτα CCA, 
η οποία είναι απαραίτητη στην ωρίµανση και αµινοακυλίωση του tRNA. Αρκετές σηµειακές µεταλλάξεις στα 
γονίδια των mt tRNA επηρεάζουν αυτά τα βήµατα οδηγώντας έτσι σε µειωµένη έκφραση των αντίστοιχων 
ώριµων tRNA. 
Το πιο ξεκάθαρο παράδειγµα µετάλλαξης που µείωσε την αποτελεσµατικότητα της πέψης του 3'-άκρου 
είναι η σχετιζόµενη µε την κώφωση µετάλλαξη T7445C, η οποία βρίσκεται ακριβώς στην 3' πλευρά της 
βάσης διαλογέα του tRNASer(UCN) [Levinger L, et al (2001)]. Η µειωµένη αποτελεσµατικότητα της πέψης του 
3'-άκρου έχει παρατηρηθεί επίσης στις µεταλλάξεις του tRNALeu(UUR) A3243G, A3302G και C3303T, οι 
οποίες µειώνουν την αποτελεσµατικότητα της αντίδρασης στο tRNA σε έως 10 φορές χαµηλότερα επίπεδα 
[Levinger L, et al (2004)] και στις µεταλλάξεις του tRNAIle A4269G, A4295G, G4309A και A4317G, οι 
οποίες µειώνουν την αποτελεσµατικότητα σε 3 φορές χαµηλότερα επίπεδα [Levinger L, et al (2003)]. Η 
κινητική της επεξεργασίας µέσω tRNάσης Z έδειξε ότι η µειωµένη αποτελεσµατικότητα οφειλόταν σε 
χαµηλότερο Vmax για τις µεταλλάξεις του tRNALeu(UUR) A3243G, C3256T, A3260T, T3271C, [Rossmanith 
W, Karwan R (1998)] και την µετάλλαξη του tRNASer(UCN) 7472insC [Toompuu M, et al (2004)] όταν 
χρησιµοποιήθηκαν in vitro µετάγραφα. 
Οι µεταλλάξεις A4317G και A10044G που επηρεάζουν την τρισδιάστατη δοµή των tRNAIle και tRNAGly 
αντίστοιχα παρεµποδίζουν την αναγνώριση από τα ένζυµα που προσθέτουν CCA πιθανώς λόγω του 
ακατάλληλου προσανατολισµού του tRNA υποστρώµατος στο καταλυτικό κέντρο του ενζύµου, χωρίς να 
επηρεάζεται η συγγένεια του ενζύµου για το υπόστρωµα [Tomari Y, et al (2003)]. Μεταξύ 5 µεταλλάξεων 
του tRNALeu(UUR) που µελετήθηκαν, η C3303T έδειξε µία σηµαντική επίδραση στην προσθήκη CCA, 
µειώνοντας την ενσωµάτωση νουκλεοτιδίων κατά 5,5 φορές, χωρίς να επηρεάζεται το Vmax, ενώ το KM 
αυξήθηκε, υποδηλώνοντας ότι η C3303T µειώνει την συγγένεια του ενζύµου προσθήκης CCA για το tRNA 
χωρίς να επηρεάζει την κατάλυση [Levinger L, et al (2004)]. Αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι 
θεωρούµενες παθογόνες µεταλλάξεις µπορούν να επηρεάσουν και την ενζυµική αντίδραση (µέσω 
παρεµπόδισης της κατάλυσης) και την δύναµη της αλληλεπίδρασης ενζύµου-υποστρώµατος [Zifa E, et al 
(2007)]. 
Τερµατισµός της µεταγραφής κατά την βιοσύνθεση του 16S rRNA. Η θέση τερµατισµού της 
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µεταγραφής του ανθρώπινου mtDNA βρίσκεται µεταξύ των γονιδίων που κωδικοποιούν το 16S rRNA και το 
tRNALeu(UUR), και είναι ένας καθοριστικός παράγοντας που ελέγχει την σχετική σύνθεση του rRNA σε 
σύγκριση µε άλλα µόρια RNA. Μία σοβαρή βλάβη του τερµατισµού της µεταγραφής του 16S rRNA 
αναφέρθηκε αρχικά για την µετάλλαξη του MELAS A3243G στο tRNALeu(UUR), σε µιτοχονδριακό εκχύλισµα 
από καλλιέργεια ανθρώπινων κυττάρων KB [Hess JF, et al (1991)]. Αυτό υποδεικνύει ότι το µοριακό 
ελάττωµα στο MELAS µπορεί να είναι η ανικανότητα παραγωγής του σωστού τύπου και σωστής ποσότητας 
του rRNA σε σχέση µε τα άλλα προϊόντα των µιτοχονδριακών γονιδίων. Κυτταρικές σειρές 
κυτταροπλασµατικών υβριδίων όπως και ιστοί ασθενών που φέρουν την µετάλλαξη A3243G του 
tRNALeu(UUR) περιείχαν αυξηµένες ποσότητες µη επεξεργασµένου tRNALeu(UUR). Η συσσώρευση αυτού του 
πρόδροµου µορίου (αναφερόµενου ως RNA19) το οποίο αντιστοιχεί σε ένα mRNA που περιλαµβάνει τις 
αλληλουχίες του 16S rRNA, του tRNALeu(UUR), και του ND1 [King MP, et al (1992)], ήταν κάπως πιο έντονη 
στα κυτταροπλασµατικά υβρίδια για την µετάλλαξη στη θέση 3243 σε σχέση µε αυτά για την µετάλλαξη στη 
θέση 3271 [Koga Y, et al (1995)]. Όµως µία παρόµοια ανάλυση για την µετάλλαξη C3256T έδειξε µόνο µία 
πολύ αµυδρή αύξηση στην ποσότητα του RNA19, αλλά και σηµαντικά µειωµένα επίπεδα του tRNALeu(UUR) και 
του mRNA του ND1 [Hao H, Moraes CT (1996)]. Σε ιστούς (µύες/ινοβλάστες) ενός ασθενούς που φέρει 
την µετάλλαξη A3302G επίσης παρατηρήθηκε µία σηµαντική συσσώρευση του RNA19 [Bindoff L, et al 
(1993)]. Αυτό το µη επεξεργασµένο πρόδροµο µόριο θα µπορούσε είτε να στερεί το κύτταρο από τα επαρκή 
επίπεδα ώριµου µετάγραφου ή να παρεµβαίνει στην σωστή µιτοχονδριακή µετάφραση, µέσω της 
ενσωµάτωσής του στα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα [Zifa E, et al (2007)]. 
Μεταµεταγραφική τροποποίηση συγκεκριµένων νουκλεοτιδίων στο tRNA. Μετά την σύνθεση του 
tRNA, οι µεταµεταγραφικές τροποποιήσεις είναι υπεύθυνες για την παράδοση των τελικών προϊόντων 
[Yasukawa T, et al (2001)]. Αυτές οι τροποποιήσεις σταθεροποιούν την δοµή του tRNA και/ή προσφέρουν 
απαραίτητα στοιχεία αναγνώρισης για τους διάφορους συνδέτες µε τους οποίους αλληλεπιδρά το tRNA 
όπως τις αµινοάκυλο-tRNA συνθετάσες. 
Έχει παρατηρηθεί µία µείωση της µεθυλίωσης στο tRNALeu(UUR) µε την µετάλλαξη A3243G σε κύτταρα 
κυτταροπλασµατικών υβριδίων/οστεοσαρκώµατος [Helm M, et al (1999)] και στο tRNAPro µε την µετάλλαξη 
G15990A σε in vitro µετάγραφα [Brulé H, et al (1998)]. Η απουσία της τροποποίησης που περιέχει ταυρίνη 
(5-ταυρινοµεθυλοουριδίνη) στην θέση ταλάντωσης του αντικωδικονίου U34 έχει ανιχνευθεί στο 
tRNALeu(UUR) µε τις µεταλλάξεις A3243G και T3271C σε κύτταρα κυτταροπλασµατικών υβριδίων/HeLa 
[Yasukawa T, et al (2000)a] και στο tRNALys µε την µετάλλαξη A8344G επίσης σε κύτταρα 
κυτταροπλασµατικών υβριδίων/HeLa [Yasukawa T, et al (2000)b]. Αυτή η απουσία της τροποποίησης της 
5-ταυρινοµεθυλοουριδίνης έχει παρατηρηθεί χαρακτηριστικά σε ιστούς ασθενών MELAS µε τις µεταλλάξεις 
του tRNALeu(UUR) A3243G, G3244A, T3258C, T3271C και T3291C, όµως, οι µη-MELAS µεταλλάξεις 
G3242A, T3250C, C3254T, A3280G διατήρησαν φυσιολογικές τροποποιήσεις ταυρίνης [Kirino Y, et al 
(2005)]. Η τροποποίηση ταυρίνης στην θέση C5 της ουριδίνης της θέσης ταλάντωσης στο tRNALeu(UUR) και 
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στο tRNALys φαίνεται να παίζει έναν κρίσιµο ρόλο στην αποκωδικοποίηση του κωδικονίου UUG µέσω της 
σταθεροποίησης του ζευγαρώµατος των βάσεων ταλάντωσης U:G. Αυτό το εύρηµα µπορεί να εξηγήσει το 
ελάττωµα της µετάφρασης των πλούσιων σε UUG γονιδίων όπως το ND6 το οποίο οδηγεί στην ανεπάρκεια 
του συµπλόκου I που παρατηρείται στους ασθενείς MELAS [Kirino Y, Suzuki T (2005)] [Zifa E, et al 
(2007)]. 
Η σταθερότητα και το επίπεδο σταθερής κατάστασης των µεταλλαγµένων tRNA. Η µειωµένη 
σταθερότητα των µεταλλαγµένων tRNA µπορεί να έχει ως συνέπεια την ταχύτερη αποικοδόµηση των 
µεταλλαγµένων µορίων ή την µείωση της ικανότητας αµινοακυλίωσης του tRNA. Οι µεταλλάξεις A3243G 
και T3271C µειώνουν τα επίπεδα σταθερής κατάστασης του tRNALeu(UUR) σε κύτταρα κυτταροπλασµατικών 
υβριδίων/οστεοσαρκώµατος [Chomyn A, et al (2000)] και σε κύτταρα κυτταροπλασµατκών υβριδίων/HeLa 
[Yasukawa T, et al (2000)a]. Η παθογόνος σηµειακή µετάλλαξη A4269G στο µιτοχονδριακό tRNAIle µείωσε 
την σταθερότητα του µεταλλαγµένου µορίου tRNA, οδηγώντας έτσι σε χαµηλά επίπεδα σταθερής 
κατάστασης του αµινοάκυλο-tRNA [Yasukawa T, Hino N, et al (2000)]. Πειράµατα χηµικού ελέγχου 
υπέδειξαν ότι η υποκατάσταση U3271C, η οποία αντικαθιστά ένα ζεύγος AU µε ένα λανθασµένο ζεύγος CA, 
αποσταθεροποιεί σηµαντικά τον βραχίονα του αντικωδικονίου. Αυτή η αποσταθεροποίηση οδηγεί σε µία 
µείωση της αντίδρασης αµινοακυλίωσης λόγω µίας αύξησης του KM [Wittenhagen LM, et al (2003)]. 
Η µετάλλαξη G12276A προκαλεί µία σηµαντική µείωση στα επίπεδα σταθερής κατάστασης του 
tRNALeu(CUN) πιθανώς λόγω της θέσης της στον υψηλά συντηρηµένο βραχίονα DHU [Zsurka G, et al 
(2004)]. Η παθογόνος µετάλλαξη A8344G οδηγεί σε µία µείωση κατά 50-60% της ικανότητας 
αµινοακυλίωσης του tRNALys σε κύτταρα κυτταροπλασµατικών υβριδίων/οστεοσαρκώµατος [Enriquez JA, 
et al (1995)] και σε in vitro µετάγραφα [Yasukawa T, et al (2000)b]. Οι παθογόνες σηµειακές µεταλλάξεις 
T7512C και G7497A προκαλούν µία σοβαρή µείωση του tRNASer(UCN) σε επίπεδα χαµηλότερα από το 10% 
των επιπέδων των φυσιολογικών ατόµων ελέγχου, πιθανώς λόγω µίας βλάβης στις διεργασίες των 
µεταµεταγραφικών τροποποιήσεων, οδηγώντας τελικά σε µία επικράτηση της αποικοδόµησης από 
νουκλεάσες έναντι της ωρίµανσης από τα ένζυµα τροποποίησης [Möllers M, et al (2005)]. Παρατηρήθηκαν 
ελαττώσεις κατά 75-83% των επιπέδων του tRNASer(UCN) σε κυτταρικές σειρές κυτταροπλασµατικών 
υβριδίων που έφεραν την σχετιζόµενη µε την κώφωση µετάλλαξη T7511C [Li X, et al (2004)]. Μία άλλη 
σχετιζόµενη µε την κώφωση µετάλλαξη, η 7472insC, σε κυτταροπλασµατικά υβρίδια κυττάρων 143B 
οστεοσαρκώµατος, έχει συσχετιστεί µε µία ελάττωση κατά 60-70% των επιπέδων σταθερής κατάστασης του 
tRNASer(UCN) [Toompuu M, et al (1999)] λόγω µίας βλάβης στην σύνθεση του µεταλλαγµένου tRNASer(UCN) 
και όχι λόγω της ελαττωµένης σταθερότητας του tRNA [Toompuu M, et al (2002)] [Zifa E, et al (2007)]. 
Η αποτελεσµατικότητα της αµινοακυλίωσης και η πρόσδεση του παράγοντα επιµήκυνσης EF-Tu. 
Τελικά, τα ώριµα και σωστά διαµορφωµένα tRNA εστεροποιούνται µε αµινοξέα από τις αµινοάκυλο-tRNA 
συνθετάσες. Η αποτελεσµατική αµινοακυλίωση εξαρτάται από τα στοιχεία ταυτότητας των tRNA 
(συγκεκριµένα νουκλεοτίδια σε ειδικές θέσεις), από δοµικά χαρακτηριστικά µέσα στο tRNA και από 
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περισσότερο γενικές ιδιότητες της διαµόρφωσης που συνδυάζονται σε µερικές περιπτώσεις µε 
συγκεκριµένες µεταµεταγραφικές τροποποιήσεις. Όµως τα mt tRNA είναι αρκετά διαφορετικά από τα 
κυτταροπλασµατικά τους αντίστοιχα καθώς στερούνται επικρατειών και µεταµεταγραφικών τροποποιήσεων 
που µπορεί να είναι απαραίτητες για την πρόσδεση και την φόρτωση του σωστού αµινοξέος από τις 
αµινοάκυλο-tRNA συνθετάσες. Εποµένως, είναι δύσκολο να προβλεφθεί το ακριβές αποτέλεσµα 
συγκεκριµένων µεταλλάξεων των mt tRNA στην αναγνώριση και στην σωστή αµινοακυλίωση. Κάποιες 
µεταλλάξεις φαίνεται να µειώνουν ισχυρά την ικανότητα αµινοακυλίωσης του tRNA, ενώ άλλες έχουν µόνο 
ένα περιορισµένο αποτέλεσµα. 
Το σύνολο και ο βαθµός της λευκυλίωσης του tRNALeu(UUR) που φέρει την µετάλλαξη A3243G 
βρέθηκαν να είναι και τα δύο πολύ µειωµένα σε κυτταροπλασµατικά υβρίδια κυττάρων οστεοσαρκώµατος 
[Janssen GM, et al (1999), Chomyn A, et al (2000)], σε κυτταροπλασµατικά υβρίδια κυττάρων καρκίνου 
του πνεύµονα [El Meziane A, et al (1998)], και σε in vitro µετάγραφα [Park H, et al (2003)]. Ακόµα, στις 
περισσότερες βιοψίες από ασθενείς MELAS που φέρουν την µετάλλαξη A3243G, η ικανότητα 
αµινοακυλίωσης του µεταλλαγµένου tRNALeu(UUR) ήταν µειωµένη· αντίθετα στις βιοψίες από ασθενείς MERRF 
που φέρουν την µετάλλαξη A8344G στο γονίδιο του tRNALys η αµινοακυλίωση δεν επηρεάστηκε [Börner G, 
et al (2000)]. Ακόµα, παρουσιάζει ενδιαφέρον η διαφορετική µείωση της αποτελεσµατικότητας της 
αµινοακυλίωσης που προκαλείται από δύο µεταλλάξεις του tRNALeu(UUR) στην ίδια θέση (A3243G και 
A3243T)· η A3243G µειώνει κατά 10 φορές την αποτελεσµατικότητα της αµινοακυλίωσης, ενώ η A3243T 
µειώνει κατά 300 φορές την αποτελεσµατικότητα της αµινοακυλίωσης [Park H, et al (2003)]. 
Οι παθογόνες µεταλλάξεις A4269G, T4285G, G4298A, A4317G σε in vitro µετάγραφα µειώνουν την 
ικανότητα αµινοακυλίωσης του tRNAIle [Kelley S, et al 2001]. Το γεγονός ότι τα µεταλλάγµατα µε 
αντισταθµιστικές µεταλλάξεις (που επαναφέρουν το διαταραγµένο ζευγάρωµα βάσεων κατά Watson-Crick 
και επαναφέρουν την σταθερότητα, ακόµα και αν τα ζεύγη που σχηµατίζονται είναι διαφορετικά από αυτά 
που βρίσκονται στο tRNA αγρίου τύπου) επανακτούν την αποτελεσµατικότητα της αµινοακυλίωσης του 
αγρίου τύπου, υποδηλώνει ότι οι λειτουργικές βλάβες οφείλονται στην εγγενή δοµική αστάθεια. Ακόµα, η 
µετάλλαξη A4269G µείωσε την σταθερότητα του µεταλλαγµένου µορίου tRNAIle, οδηγώντας σε χαµηλά 
επίπεδα σταθερής κατάστασης του αµινοάκυλο-tRNA [Yasukawa T, Hino N, et al (2000)]. Ένα ενδιαφέρον 
χαρακτηριστικό των µελετών για την αµινοακυλίωση στο tRNAIle ήταν το εύρηµα ότι τα µεταλλαγµένα tRNA 
µπορούσαν να καταστείλουν την αµινοακυλίωση των tRNAIle αγρίου τύπου από την ισολεύκυλο-tRNA 
συνθετάση (IleRS) [Kelley S, et al 2001]. Αυτή είναι µία σηµαντική ανακάλυψη επειδή σε ετεροπλασµικά 
µιτοχόνδρια συνυπάρχουν και τα µεταλλαγµένα και τα αγρίου τύπου tRNA. Η καταστολή της αµινοάκυλο-
tRNA συνθετάσης από το µεταλλαγµένο tRNA παρεµποδίζει την διάσωση από έναν µικρότερο πληθυσµό 
αγρίου τύπου tRNA. 
Οι µεταλλάξεις του tRNALys που εντοπίζονται στον βραχίονα του αντικωδικονίου, G8313A και 
G8328A, οδηγούν σε µία πολύ ισχυρή µείωση (κατά 5.000 έως 7.000 φορές) στην αποτελεσµατικότητα της 
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λυσυλίωσης (Kcat/KM), µε έναν µηχανισµό που πιθανώς εµπλέκει δοµικές αναδιατάξεις, οδηγώντας έµµεσα 
στην αποτυχία της αναγνώρισης από την συνθετάση. Οι υπόλοιπες µεταλλάξεις του tRNALys που έχουν 
µελετηθεί, οι οποίες εντοπίζονται στην αντίθετη πλευρά ή στον βραχίονα του αντικωδικονίου, είχαν ήπιες ή 
καθόλου επιδράσεις στην αµινοακυλίωση [Sissler M, et al (2004)]. Παρόλα αυτά, η µετάλλαξη A8344G του 
tRNALys µείωσε την αποτελεσµατικότητα της αµινοακυλίωσης σε κύτταρα κυτταροπλασµατικών 
υβριδίων/οστεοσαρκώµατος [Chomyn A, et al (2000)], όµως, σε κυτταροπλασµατικά υβρίδια κυττάρων 
HeLa [Yasukawa T, et al (2000)b] και σε βιοψίες [Börner G, et al (2000)] δεν είχε κανένα αποτέλεσµα. Το 
µεταλλαγµένο tRNASer(UCN) µε την προσθήκη 7472C, σε κυτταροπλασµατικά υβρίδια κυττάρων 
οστεοσαρκώµατος, παρουσίασε µία κατά 25% µείωση της αµινοακυλίωσης [Toompuu M, et al (1999)]. 
Ακόµα, παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι η ικανότητα αµινοακυλίωσης του tRNA ήταν αυξηµένη στην 
παθογόνο µετάλλαξη του tRNALeu(CUN) T12311C [Hao R, et al (2005)], και στην µετάλλαξη του tRNAIle 
C4320T [Kelley S, et al 2001]. 
Μετά την αµινοακυλίωση, τα tRNA µπορούν να µεταφερθούν στο ριβόσωµα µέσω της παροδικής τους 
πρόσδεσης στους µεταφραστικούς παράγοντες, όπως τον παράγοντα επιµήκυνσης EF-Tu, επιτρέποντας έτσι 
την µεταφορά του αµινοξέος στην συντιθέµενη πολυπεπτιδική αλυσίδα, και ολοκληρώνοντας έτσι την 
πρωτεϊνοσύνθεση. Η παθογόνος µετάλλαξη A4269G στο tRNAIle αλλάζει την δοµή του στελέχους T (T-
stem) και µειώνει κατά 2 φορές την συγγένεια πρόσδεσης για τον EF-Tu [Hino N, et al (2004)]. Φαίνεται 
ότι τα τριµερή σύµπλοκα που σχηµατίζονται µεταξύ του EF-Tu και των mt αµινοάκυλο-tRNA (aa-tRNA) 
είναι γενικά ασθενέστερα από αυτά που σχηµατίζονται µε τα κανονικά aa-tRNA. Λόγω των περιέργων 
δοµικών τους χαρακτηριστικών, τα mt tRNA φέρουν κατάλοιπα ή περιοχές που θα µπορούσαν να 
συµβάλλουν στις ασθενέστερες αλληλεπιδράσεις µε τον EF-Tu. Μία πρόσφατη βιοχηµική ανάλυση που 
σύγκρινε την E. coli EF-Tu και την EF-Tumt εντόπισε διαφορές στην ικανότητα πρόσδεσης του tRNA και 
απέδειξε ότι το κατάλοιπο στην θέση 287 είναι σηµαντικό για την αποτελεσµατική πρόσδεση και µεταφορά 
των mt αµινοάκυλο-tRNA στο ριβόσωµα [Hunter SE, Spremulli LL (2004)]. Πρόσφατα, ανακαλύφθηκε ότι 
η EF-Tumt µπορεί ακόµα να διαθέτει ιδιότητες µοριακών συνοδών, εµποδίζοντας έτσι την θερµική 
συσσώρευση των πρωτεϊνών και προάγοντας έτσι την σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών µε έναν 
ανεξάρτητο του GTP τρόπο. Η EF-Tumt εντοπίζεται στην εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη όπου 
βρίσκονται τα περισσότερα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα και η ενεργότητα µοριακού συνοδού µπορεί να 
σχετίζεται µε έναν πιθανό ρόλο στον έλεγχο ποιότητας των πρωτεϊνών στα µιτοχόνδρια [Suzuki H, et al 
(2007)]. Τέλος, οι γενετικές έρευνες που περιλαµβάνουν ασθενείς µε ελαττωµατική µιτοχονδριακή 
µετάφραση οδήγησαν στην ανακάλυψη νέων µεταλλάξεων στον µιτοχονδριακό παράγοντα επιµήκυνσης G1 
(EFG1) σε ένα µωρό µε ελαττωµατική µιτοχονδριακή µετάφραση, και, για πρώτη φορά, στον EF-Tumt σε ένα 
άλλο µωρό. Και στις δύο περιπτώσεις αναφέρθηκε σοβαρή γαλακτική οξέωση και ταχέως εξελισσόµενη 
θανατηφόρος εγκεφαλοπάθεια [Valente L, et al (2007)] [Zifa E, et al (2007)]. 
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1.3.2 Μεταλλάξεις στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 
Οι γενικεύσεις σχετικά µε τις µεταλλάξεις στα γονίδια του mtDNA που κωδικοποιούν πρωτεΐνες έχουν 
κυρίως βασιστεί σε δύο διαταραχές, τις LHON και NARP/MILS. Το LHON σχετίζεται µε τρεις κύριες 
µεταλλάξεις στα γονίδια του συµπλόκου I [αφυδρογονάση του NADH – οξειδοαναγωγάση της ουβικινόνης, 
(ND)]: την G11778A στο ND4, την G3460A στο ND1, την T14484C στο ND6 [Huoponen K, et al (1991), 
Johns DR, et al (1992), Wallace DC, et al (1988)]. Το σύνδροµο NARP/MILS σχετίζεται κυρίως µε την 
µετάλλαξη T8993G στο γονίδιο ATPase 6 [De Vries DD, et al (1993), Holt IJ, et al (1990)]. Επειδή και οι 
δύο διαταραχές κληρονοµούνται µητρικά, δεν παρουσιάζουν πάντα γαλακτική οξέωση, και δεν έχουν 
συσχετιστεί µε την παρουσία τραχειών ερυθρών ινών στους µύες, το συµπέρασµα που προέκυψε ήταν ότι 
όλες οι µεταλλάξεις του mtDNA στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες θα έχουν τα ίδια χαρακτηριστικά. 
Αντίθετα, πιο πρόσφατες έρευνες έχουν δείξει ότι και οι τρεις γενικεύσεις ήταν λανθασµένες. Αυτή η νέα 
πληροφορία προήλθε από την µελέτη ασθενών µε δυσανεξία στην άσκηση. 
Η δυσανεξία στην άσκηση είναι µία κοινή ενόχληση σε ασθενείς µε µιτοχονδριακές 
εγκεφαλοµυοπάθειες, αλλά συχνά επισκιάζεται από άλλα συµπτώµατα και ενδείξεις. Όµως, φαίνεται ότι η  
δυσανεξία στην άσκηση, η µυαλγία, και η µυοσφαιρινουρία µπορεί να είναι οι µοναδικές ενδείξεις βλαβών της 
αναπνευστικής αλυσίδας. Αυτές οι βλάβες µπορεί να επηρεάσουν το σύµπλοκο I, ή το σύµπλοκο III, ή το 
σύµπλοκο IV, όµως φαίνεται να σχετίζονται πιο συχνά µε ανεπάρκεια στο σύµπλοκο III [Andreu AL, et al 
(1999)]. 
Η πρώτη µοριακή βλάβη που ανιχνεύθηκε σε τέτοιες καταστάσεις ήταν µία µικρή έλλειψη 15 bp στο 
γονίδιο που κωδικοποιεί την υποµονάδα III του COX (COX III). Ο ασθενής στον οποίο ανιχνεύθηκε η 
έλλειψη ήταν µία 16-χρονη γυναίκα µε επαναλαµβανόµενη εµφάνιση µυοσφαιρινουρίας που προκαλούνταν από 
εκτεταµένη άσκηση ή από ιώσεις [Keightley JA, et al (1996)]. Μεταξύ των επεισοδίων µυοσφαιρινουρίας, 
και οι κλινικές και οι νευρολογικές εξετάσεις ήταν φυσιολογικές, όπως και οι εργαστηριακές εξετάσεις, 
συµπεριλαµβανοµένων των εξετάσεων κρεατινικής κινάσης και γαλακτικού οξέως του ορού. Δεν υπήρχαν 
επιδράσεις σε άλλους ιστούς πέρα από τον µυϊκό, και το οικογενειακό ιστορικό ήταν αρνητικό. Βιοψία των 
µυών έδειξε πολλές θετικές στο SDH και αρνητικές στο COX τραχιές ερυθρές ίνες (RRF) και ανεπάρκεια 
του COX. Μία χωρίς νόηµα µετάλλαξη (G5920A) στο γονίδιο COX I ανιχνεύθηκε σε mtDNA µυών σε έναν 
34-χρονο άντρα µε ισόβια δυσανεξία στην άσκηση και επαναλαµβανόµενη µυοσφαιρινουρία που 
προκαλούνταν από έντονη ή επαναλαµβανόµενη άσκηση [Karadimas CL et al (2000)]. Η ιστοχηµεία του µυός 
έδειξε διάσπαρτες αρνητικές στο COX RRF, αρκετές µη-RRF ίνες αρνητικές στο COX, και η βιοχηµεία 
έδειξε ανεπάρκεια του COX. Η µετάλλαξη δεν βρέθηκε στο αίµα ή σε ινοβλάστες από τον ασθενή ούτε σε 
αίµα από τις ασυµπτωµατικές µητέρα και αδερφή του ασθενούς. Οκτώ άλλες ξεχωριστές µεταλλάξεις στα 
γονίδια COX του mtDNA έχουν σχετιστεί µε ένα µεγάλο εύρος κλινικών συµπτωµάτων, από σιδηροβλαστική 
αναιµία έως εγκεφαλοµυοπάθεια [DiMauro S, Andreu AL (2000)]. Στις περισσότερες περιπτώσεις οι 
µεταλλάξεις αυτές είναι σποραδικές. 
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Η δυσανεξία στην άσκηση (χωρίς µυοσφαιρινουρία) παρατηρήθηκε ως το κύριο κλινικό χαρακτηριστικό 
σε δύο σποραδικούς ασθενείς µε ανεπάρκεια του συµπλόκου I στους µύες και θετικές στο COX RRF ίνες 
στις βιοψίες των µυών τους. Ο ένας είχε µία χωρίς νόηµα µετάλλαξη (G11832A) στο γονίδιο ND4 [Andreu 
AL, Tanji K, et al (1999)], ο άλλος [Bet L et al (1990)] είχε µία ενδογονιδιακή αναστροφή επτά 
νουκλεοτιδίων µέσα στο γονίδιο ND1 που είχε σαν αποτέλεσµα την αλλαγή τριών αµινοξέων [Musumeci O, 
et al (2000)]. Όπως φαίνεται από τον δεύτερο ασθενή, το ρεπερτόριο των παθογόνων µεταλλάξεων του 
mtDNA συνεχίζει να επεκτείνεται. 
Τα “ασυνήθιστα” χαρακτηριστικά των τεσσάρων ασθενών που περιγράφηκαν παραπάνω – αρνητικό 
οικογενειακό ιστορικό, επιδράσεις µόνο στον µυϊκό ιστό, και παρουσία RRF στην µυϊκή βιοψία – 
παρουσιάστηκαν και σε εννέα ασθενείς µε ανεπάρκεια του συµπλόκου III [DiMauro S (1999)]. Και οι εννέα 
ασθενείς παρουσίαζαν δυσανεξία στην άσκηση, αλλά µόνο δύο παρουσίασαν µυοσφαιρινουρία. Σε όλους τους 
ασθενείς στους οποίους εφαρµόστηκε ιστοχηµεία σε δείγµατα µυϊκού ιστού εντοπίστηκαν θετικές στο COX 
RRF. Και οι 9 ασθενείς εµφάνισαν µετάλλαξη στο γονίδιο του κυτοχρώµατος b (η µόνη υποµονάδα του 
συµπλόκου III που κωδικοποιείται από το mtDNA). Οι 9 µεταλλάξεις ήταν διαφορετικές, όµως εκτός από 
µία η οποία ήταν έλλειψη, όλες οι υπόλοιπες ήταν µεταπτώσεις G->A. Δύο άλλοι ασθενείς παρουσίασαν 
παθογόνες µεταλλάξεις στο γονίδιο του κυτοχρώµατος b. Ο ένας ήταν ένας 20-χρονος άντρας µε 
συµπτώµατα Parkinson και MELAS και µία κατά τα φαινόµενα de novo µικροέλλειψη στο γονίδιο του 
κυτοχρώµατος b [De Coo IFM, et al (1999)]. Ο άλλος ήταν ένα κορίτσι νηπιακής ηλικίας που πέθανε λόγω 
ιστιοκυτταροειδούς καρδιοµυοπάθειας, σε δείγµατα µυός από αυτό το κορίτσι βρέθηκε ανεπάρκεια του 
συµπλόκου III και µειωµένη συγκέντρωση αναγώγιµου κυτοχρώµατος b [Papadimitriou A, et al (1984)]. Η 
µοριακή ανάλυση εντόπισε µία παρανοηµατική µετάλλαξη (G15498A) στο γονίδιο του κυτοχρώµατος b 
[Andreu AL, et al (2000)]. Είναι ενδιαφέρον να αναφέρουµε επίσης ότι µία άλλη µετάλλαξη στο γονίδιο του 
κυτοχρώµατος b (G15243A) έχει συσχετιστεί µε την σποραδική υπερτροφική καρδιοµυοπάθεια [Valnot I, 
et al (1999)] [DiMauro S, Schon EA (2001)]. 
 
1.3.3 Επιβεβαίωση της παθογονικότητας των σηµειακών µεταλλάξεων του mtDNA 
Επειδή οι µεταλλάξεις του mtDNA εγκαθιδρύονται στον πληθυσµό µε πολύ ταχύτερο ρυθµό σε σχέση 
µε τις µεταλλάξεις στο πυρηνικό DNA (nDNA), το µιτοχονδριακό γονιδίωµα φιλοξενεί µεγάλο αριθµό 
ουδέτερων αλλαγών βάσεων οι οποίες δεν έχουν παθογονική σηµασία αλλά µπορούν να αξιοποιηθούν σε 
ανθρωπολογικές µελέτες [Wallace DC et al (1999)] και στην ιατροδικαστική [Ivanov PL et al (1996)]. 
Όµως, αυτό το πλήθος ουδέτερων πολυµορφισµών δηµιουργεί την ανάγκη να επιβεβαιώνεται η 
παθογονικότητα των νέων µεταλλάξεων που σχετίζονται µε ασθένειες πέρα από κάθε αµφιβολία. Υπάρχουν 
τέσσερα “αναγνωρισµένα” κριτήρια που υποστηρίζουν την βλαβερή δράση µίας καινούριας µετάλλαξης: 1) 
Προφανώς, η µετάλλαξη δεν πρέπει να είναι ένας γνωστός ουδέτερος πολυµορφισµός. 2) Η αλλαγή βάσης 
πρέπει να επηρεάζει µία εξελικτικά συντηρηµένη και λειτουργικά σηµαντική θέση. 3) Οι βλαβερές 
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µεταλλάξεις συνήθως είναι ετεροπλασµικές, παρόλο που µερικές παθογόνες µεταλλάξεις είναι στην 
πραγµατικότητα οµοπλασµικές. 4) Ο βαθµός ετεροπλασµίας σε διαφορετικά µέλη της οικογένειας θα πρέπει 
να συµφωνεί µε την σοβαρότητα των συµπτωµάτων. Σε αυτά τα τέσσερα, µπορεί να προστεθεί ένα πέµπτο 
κριτήριο: η µέθοδος PCR της µίας ίνας (single fiber PCR) [Moraes CT, Schon EA (1996)]. Αυτή η µέθοδος 
επιτρέπει την συσχέτιση του φορτίου µεταλλάξεων και της λειτουργικής ανωµαλίας, µέσω µηχανικού 
“µαδήµατος” από τοµές δειγµάτων µυών ιστολογικά φυσιολογικών και ανώµαλων ινών και µέσω µέτρησης 
της αφθονίας της µετάλλαξης σε κάθε ίνα µέσω της PCR. Οι ανώµαλες ίνες επιλέγονται µε βάση τον 
εκτεταµένο πολλαπλασιασµό των µιτοχονδρίων (RRF) [DiMauro S, Schon EA (2001)]. 
1.3.4 Παθογένεση 
Είναι λογικό ότι κάθε λειτουργική βλάβη της αναπνευστικής αλυσίδας, το σηµαντικότερο µέρος του 
οξειδωτικού µεταβολισµού και η κύρια πηγή του κυτταρικού ATP, θα είναι παθογόνος. Αυτό που είναι πιο 
δυσνόητο είναι η σχέση γονότυπου/φαινοτύπου στις ασθένειες που σχετίζονται µε το mtDNA. Η πιο απλή 
(ίσως απλοϊκή) διατύπωση του παραπάνω ερωτήµατος είναι η εξής: γιατί θα πρέπει οι βλάβες σε ένα και 
µόνο µεταβολικό µονοπάτι, ενώ όλες φαινοµενικά οδηγούν σε µία “ενεργειακή κρίση”, να προκαλούν µία τόσο 
εκπληκτική ποικιλία συµπτωµάτων; Κάποιες εξηγήσεις δίνονται από τους ιδιόµορφους κανόνες της 
µιτοχονδριακής γενετικής, ειδικότερα της ετεροπλασµίας και του φαινοµένου της ουδού. Για παράδειγµα, τα 
διαφορετικά πρότυπα επιδράσεων στους ιστούς ασθενών µε την ίδια µοριακή βλάβη µπορεί να αποδοθεί στο 
διαφορετικό φορτίο µεταλλάξεων σε κάθε ιστό, ξεπερνώντας την ουδό παθογένειας σε κάποιους ιστούς 
αλλά όχι σε άλλους. Αυτό από ότι φαίνεται ισχύει για την µετάλλαξη “MELAS” A3243G, που προκαλεί 
τυπικό MELAS σε ένα µέλος της οικογένειας και µία ποικιλία ελαφρών συµπτωµάτων σε 
ολιγοσυµπτωµατικούς συγγενείς από την πλευρά της µητέρας. Τα διαφορετικά φορτία µεταλλάξεων µπορούν 
να εξηγήσουν την διαφορετική σοβαρότητα των δύο εγκεφαλοµυοπαθειών, NARP και MILS, όπου και οι δύο 
οφείλονται στην µετάλλαξη T8993G [Tatuch Y et al (1992)]. 
Οι εγκεφαλοπάθειες προκαλούν πολλά ερωτήµατα, όπως: 1) γιατί η επιληψία παρουσιάζεται σχεδόν 
πάντα στα σύνδροµα MELAS και MERFF αλλά όχι στο KSS; 2) γιατί η µυοκλονία είναι τόσο κοινή στο 
MERFF; και 3) γιατί συµβαίνουν εγκεφαλικά στο MELAS; Με δεδοµένη την ποικιλία των κυττάρων και την 
οργανωτική περιπλοκότητα του εγκεφάλου, κάποιος µπορεί να διατυπώσει µία παραλλαγή του µοτίβου 
ετεροπλασµία/ φαινόµενο ουδού για να εξηγήσει τον επηρεασµό διαφορετικών ιστών. Εποµένως, µπορεί να 
υποτεθεί ότι οι συγκεκριµένες µεταλλάξεις που σχετίζονται µε το MELAS, το MERFF και το KSS µπορεί να 
συσσωρευθούν σε διαφορετικό βαθµό σε διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου, ξεπερνώντας τις ουδούς 
παθογένειας µόνο σε συγκεκριµένες δοµές (π.χ. το χοριοειδές πλέγµα) ή σε ξεχωριστές περιοχές του 
φλοιού. Συγκριτικές ανοσοϊστοχηµικές µελέτες που χρησιµοποιούσαν αντισώµατα που αναγνώριζαν 
κωδικοποιούµενες από το mtDNA αντί κωδικοποιούµενες από το nDNA υποµονάδες της αναπνευστικής 
αλυσίδας δίνουν έµµεσα στοιχεία ότι αυτή η υπόθεση µπορεί να έχει κάποια αξία [Bonilla E, et al (1992), 
Bonilla E, et al (1996), Tanji K, et al (1999), Tanji K, Bonilla E (2000)]. 
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Όµως, ακόµα και αν είχαµε την δυνατότητα να σχεδιάσουµε “χάρτες µεταλλάξεων” του εγκεφάλου οι 
οποίοι να µας έδιναν τις συχνότητες στο χώρο για διαφορετικές µεταλλάξεις, θα υπήρχε ακόµη το ερώτηµα 
του γιατί συγκεκριµένες µεταλλάξεις θα πρέπει να “προτιµούν” ορισµένες περιοχές του εγκεφάλου. Γενικά, 
οι κανόνες της µιτοχονδριακής γενετικής δεν εξηγούν καλά το ζήτηµα της “ειδικότητας του ιστού”, για 
παράδειγµα, γιατί οι µεταλλάξεις σε ορισµένα γονίδια tRNA σχετίζονται κυρίως µε την καρδιοµυοπάθεια 
[DiMauro S, Hirano M (1998)]. Είναι πιθανόν τα γονίδια tRNA να έχουν και άλλο ρόλο εκτός από την 
µετάφραση του mtDNA, όπως συµβαίνει στο tRNALeu(UUR), το οποίο έχει µία θέση τερµατισµού της 
µεταγραφής για την σύνθεση rRNA [Kruse B, et al (1989)]. 
Η έλλειψη ζώων µοντέλων για µεταλλάξεις του mtDNA έχει εµποδίσει τις µελέτες για την παθογένεση 
in vivo. Ως υποκατάστατο, οι βιοχηµικές και λειτουργικές συνέπειες των σηµειακών µεταλλάξεων και 
ελλείψεων του mtDNA έχουν µελετηθεί σε κυτταρικές σειρές κυτταροπλασµατικών υβριδίων (cybrid), 
δηλαδή, σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές από τις οποίες πρώτα έχει αφαιρεθεί το mtDNA τους και στις 
οποίες έπειτα προστέθηκαν διαφορετικά ποσοστά µεταλλαγµένων ή µε ελλείψεις γονιδιωµάτων [King MP, 
Attardi G (1989)]. Ενώ αυτό το σύστηµα έχει αποδειχθεί πολύτιµο, θα πρέπει να διατηρούνται κάποιες 
επιφυλάξεις όταν τα δεδοµένα που προκύπτουν πρέπει να χρησιµοποιηθούν για να εξηγήσουν τι συµβαίνει 
στους ασθενείς. Για παράδειγµα, η υψηλή ουδός που έχει παρατηρηθεί σε κύτταρα cybrid που έχουν την 
µετάλλαξη MELAS A3243G φαίνεται να είναι πολύ χαµηλότερη in vivo. Συγκεκριµένα, σε µία µελέτη 
παρατηρήθηκε στους µύες της κνήµης ενός ολιγοσυµπτωµατικού ασθενή µειωµένη µέγιστη παραγωγή ATP 
µέσω µέτρησης µε φασµατοσκοπία µαγνητικού συντονισµού, παρόλο του πολύ χαµηλού φορτίου µεταλλάξεων 
στα µιτοχόνδρια του µυός (χαµηλότερο από την προτεινόµενη ουδό για την συγκεκριµένη µετάλλαξη) 
[Chinnery PF et al (2000)] [DiMauro S, Schon EA (2001)]. 
 
1.3.5 Επιδηµιολογία 
Μέχρι πρόσφατα, οι µιτοχονδριακές µεταλλάξεις και οι µιτοχονδριακές ασθένειες θεωρούνταν ότι ήταν 
εξαιρετικά σπάνιες. Αυτές οι απόψεις δεν λάµβαναν υπόψη ότι οι µεταλλάξεις (κυρίως οι ουδέτερες) του 
µιτοχονδριακού γονιδιώµατος είναι ένα εξαιρετικά σηµαντικό εργαλείο στις µελέτες της εξελικτικής 
γενετικής, και ότι µπορούν να χρησιµοποιηθούν και στην ιατροδικαστική [Ivanov PL, et al (1996)]. Η 
αυξανόµενη ευκολία µε την οποία το µιτοχονδριακό γονιδίωµα µπορεί να αναλυθεί, και η διαθεσιµότητα µίας 
πρότυπης αλληλουχίας του ανθρώπινου mtDNA [Andrews et al (1999)], έχουν βοηθήσει στην αναγνώριση 
των µιτοχονδριακών διαταραχών ως κοινή αιτία για την εµφάνιση γενετικών ασθενειών. Είναι παρόλα αυτά 
δύσκολο να εκτιµηθεί η πραγµατική εξάπλωση των µιτοχονδριακών ασθενειών λόγω των πολλών 
διαφορετικών κλινικών τους χαρακτηριστικών, και την συµµετοχή πολλών µεταλλάξεων στην παθογένεια 
των ασθενειών αυτών. Σε µία µελέτη για την επιδηµιολογία της σηµειακής µετάλλαξης 3243A->G στην 
Φινλανδία βρέθηκε ότι περίπου 1 στα 6.000 άτοµα φέρουν την µετάλλαξη [Majamaa K, et al (1998)]. Μία 
άλλη µελέτη για την επιδηµιολογία των µιτοχονδριακών ασθενειών στον Βρετανικό πληθυσµό εκτίµησε ότι 1 
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στους 3.500 ανθρώπους είτε είχαν µιτοχονδριακή ασθένεια ή βρίσκονταν σε κίνδυνο να εκδηλώσουν 
µιτοχονδριακή ασθένεια [Schaefer AM, et al (2004)]. Παρόλα αυτά, οι παραπάνω εκτιµήσεις δεν 
περιλαµβάνουν την συσχέτιση µιτοχονδριακών µεταλλάξεων µε κοινά κλινικά χαρακτηριστικά (για 
παράδειγµα, υπέρταση [Wilson FH, et al (2004)]), η οποία υποδεικνύει ότι η παρουσία των µεταλλάξεων 
αυτών στον πληθυσµό µπορεί να είναι πολύ µεγαλύτερη [Taylor RW, Turnbull DM (2005)]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:40:10 EET - 137.108.70.7
 25
1.4 Alzheimer 
Η ασθένεια του Alzheimer (AD), γνωστή και ως γεροντική άνοια τύπου Alzheimer (SDAT), είναι η πιο 
κοινή µορφή άνοιας. Αυτή η ανίατη, εκφυλιστική, και καταληκτική ασθένεια περιγράφηκε για πρώτη φορά 
από τον Γερµανό ψυχίατρο και νευροπαθολόγο Alois Alzheimer το 1906 από τον οποίο πήρε το όνοµά της 
[Berchtold NC, Cotman CW (1998)]. Γενικά, η ασθένεια διαγιγνώσκεται σε ανθρώπους ηλικίας άνω των 65 
ετών [Brookmeyer R, et al (1998)], παρόλο η ασθένεια µπορεί να εµφανιστεί και σε µικρότερες ηλικίες. Το 
2006, υπήρχαν 26,6 εκατοµµύρια ασθενείς παγκοσµίως.  
Τα κλινικά συµπτώµατα που εµφανίζονται αρχικά συχνά θεωρείται ότι οφείλονται στην προχωρηµένη 
ηλικία [Waldemar G, et al. (2007)]. Στα πρώιµα στάδια, το πιο κοινά αναγνωρίσιµο σύµπτωµα είναι 
δυσκολία στην ανάκληση πρόσφατων δεδοµένων. Όταν υπάρχουν υποψίες για AD, η διάγνωση συνήθως 
επιβεβαιώνεται µε δοκιµασίες της γνωστικής ικανότητας, οι οποίες σπανίως ακολουθούνται από την χρήση 
νευροαπεικονιστικών µεθόδων. Γενικότερα, η διάγνωση του AD απαιτεί έναν συνδυασµό ψυχολογικών 
δοκιµασιών, µεθόδων απεικόνισης και αποκλεισµό άλλων νευρολογικών διαταραχών, αλλά η οριστική 
διάγνωση µπορεί να γίνει µόνο κατά την νεκροψία. Κατά την εξέλιξη της ασθένειας, τα συµπτώµατα που 
παρουσιάζονται περιλαµβάνουν σύγχυση, ευερεθιστότητα και επιθετικότητα, κυκλοθυµία, απώλεια της 
ευγλωττίας, απώλεια της µακροπρόθεσµης µνήµης, και η γενική αποξένωση του ασθενούς καθώς οι 
αισθήσεις του φθίνουν [Waldemar G, et al. (2007) & Tabert MH, et al (2005)] και σταδιακά, οι σωµατικές 
λειτουργίες χάνονται. 
 
Παθολογικά χαρακτηριστικά του Alzheimer 
Τα παθολογικά χαρακτηριστικά του Alzheimer είναι η απώλεια των χολινεργικών νευρώνων, η 
παρουσία εξωκυτταρικών πλακών που περιέχουν το πεπτίδιο του βήτα αµυλοειδούς (Aβ) και η παρουσία 
νευροϊνιδίων, τα οποία αποτελούνται από µία υπερφωσφορυλιωµένη µορφή της πρωτεΐνης των 
µικροσωληνίσκων tau [Selkoe DJ (2001)]. 
Αναλυτικότερα, οι αµυλοειδείς πλάκες αποτελούνται από τα πεπτίδια Aβ, µήκους 39-43 αµινοξέων, τα 
οποία προέρχονται από πέψη µίας µεγαλύτερης πρωτεΐνης που ονοµάζεται πρόδροµη πρωτεΐνη του 
αµυλοειδούς (APP), µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη που βρίσκεται στην κυτταρική µεµβράνη των νευρώνων. Η 
APP είναι καθοριστικής σηµασίας για την ανάπτυξη, την επιβίωση και την επιδιόρθωση του νευρώνα µετά 
από τραυµατισµό [Priller C, et al (2006)] [Turner PR, et al (2003)]. Στο AD µία άγνωστη διεργασία 
προκαλεί την διάσπαση της APP σε µικρότερα τµήµατα µέσω ενζυµικής πρωτεόλυσης [Hooper NM (2005)]. 
Ένα από αυτά τα τµήµατα οδηγεί στην δηµιουργία ινιδίων Aβ, τα οποία δηµιουργούν συσσωµατώµατα που 
καθιζάνουν στο εξωτερικό των νευρώνων σε πυκνούς σχηµατισµούς που ονοµάζονται αµυλοειδείς πλάκες 
[Tiraboschi P, et al (2004)] [Ohnishi S, Takano K (2004)]. 
Η πρωτεΐνη tau σταθεροποιεί τους µικροσωληνίσκους όταν βρίσκεται σε φωσφορυλιωµένη µορφή, για 
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αυτό λέγεται ότι είναι µία σχετιζόµενη µε τους µικροσωληνίσκους πρωτεΐνη. Οι µικροσωληνίσκοι αποτελούν 
µέρος του κυτταροσκελετού κάθε κυττάρου. Στους νευρώνες οι µικροσωληνίσκοι δρουν ως διάδροµοι, και 
έτσι καθοδηγούν την µεταφορά θρεπτικών στοιχείων και άλλων µορίων από το σώµα του νευρώνα στις 
συνάψεις του άξονα και αντίστροφα. Στο AD, η tau υπερφωσφορυλιώνεται και αρχίζει να συνδέεται µε άλλα 
µόρια tau δηµιουργώντας συσσωµατώµατα νευροϊνιδίων οδηγώντας έτσι στην ολική καταστροφή του 
συστήµατος µεταφοράς των νευρώνων. 
Δεν είναι ξεκάθαρο πως οι διαταραχές της παραγωγής και συσσώρευσης του Aβ οδηγούν στην 
παθολογία του AD [Van Broeck B, et al (2007)]. Η υπόθεση του αµυλοειδούς θεωρεί την συσσώρευση των 
πεπτιδίων Aβ ως το κεντρικό γεγονός στην πορεία της εκφύλισης των νευρώνων. Η συσσώρευση των 
συσσωµατωµάτων ινιδίων αµυλοειδούς, τα οποία θεωρούνται ως η τοξική µορφή της πρωτεΐνης και είναι 
υπεύθυνα για την διαταραχή της οµοιόστασης των ιόντων ασβεστίου του κυττάρου, επάγει τον 
προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση) [Yankner BA, et al (1990)]. Είναι επίσης γνωστό ότι το 
Aβ συσσωρεύεται επιλεκτικά στα µιτοχόνδρια των κυττάρων των εγκεφάλων ασθενών µε Alzheimer, και 
καταστέλλει ορισµένες ενζυµικές λειτουργίες και την αξιοποίηση της γλυκόζης από τους νευρώνες [Chen X, 
Yan SD (2006)]. 
 
Γενετική του Alzheimer 
Η πλειοψηφία των περιπτώσεων Alzheimer είναι σποραδικές, το οποίο σηµαίνει ότι δεν 
κληρονοµούνται γενετικά, παρόλα αυτά κάποια γονίδια πιθανώς δρουν ως παράγοντες κινδύνου. Από την 
άλλη πλευρά, περίπου 0,1% των περιπτώσεων είναι οικογενείς µορφές που παρουσιάζουν αυτοσωµική 
επικρατή κληρονοµικότητα, και εµφανίζονται συνήθως πριν την ηλικία των 65 ετών [Blennow K, et al 
(2006)]. 
Η πλειοψηφία των αυτοσωµικών επικρατών οικογενών AD µπορεί να αποδοθεί σε µεταλλάξεις ενός 
από τρία γονίδια: το γονίδιο της πρόδροµης πρωτεΐνης του αµυλοειδούς (APP) και τα γονίδια της 
πρεσενιλίνης (PS) 1 και 2 [Waring SC, Rosenberg RN (2008)]. Οι περισσότερες µεταλλάξεις στα γονίδια 
APP και PS αυξάνουν την παραγωγή µίας µικρής πρωτεΐνης που ονοµάζεται Aβ42, η οποία είναι το κύριο 
συστατικό των αµυλοϊδών πλακών [Selkoe DJ (1999)]. Μερικές από τις µεταλλάξεις απλά αλλάζουν τον 
λόγο µεγέθους µεταξύ της Aβ42 και των άλλων µείζονων - π.χ. Aβ40 – χωρίς να αυξάνουν τα επίπεδα της 
Aβ42 [Selkoe DJ (1999)] [Shioi J, et al. (2007)]. Αυτό υποδηλώνει ότι οι µεταλλάξεις του PS µπορούν να 
προκαλέσουν την ασθένεια µε τρόπο ανεξάρτητο της επίδρασής τους στην παραγωγή του Aβ είτε λόγω της 
ύπαρξης κάποιων άλλων λειτουργιών της πρεσενιλίνης ή λόγω της πρόκλησης µεταβολών στην λειτουργία 
της APP και/ή των τµηµάτων της εκτός του Aβ [Shioi J, et al. (2007)]. 
Οι περισσότερες περιπτώσεις της ασθένειας Alzheimer δεν παρουσιάζουν αυτοσωµική επικρατή 
κληρονοµικότητα και χαρακτηρίζονται σποραδικό AD. Παρόλα αυτά γενετικές διαφορές µπορεί να δρουν ως 
παράγοντες κινδύνου. Ο πιο γνωστός γενετικός παράγοντας κινδύνου είναι η κληρονόµηση του ε4 
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αλληλοµόρφου της απολιποπρωτεΐνης E (APOE) [Strittmatter WJ, et al (1993)] [Mahley RW, et al 
(2006)]. Περίπου το 40 µε 80% των ασθενών µε AD φέρουν τουλάχιστον ένα αλληλόµορφο apoE4 [Mahley 
RW, et al (2006)]. Το αλληλόµορφο APOE4 αυξάνει τον κίνδυνο εµφάνισης της νόσου κατά τρεις φορές 
στους ετεροζυγώτες και κατά 15 φορές στους οµοζυγώτες [Blennow K, et al (2006)]. Υπάρχει η γενική 
παραδοχή ότι πολλά άλλα γονίδια δρουν και αυτά ως παράγοντες κινδύνου ή έχουν προστατευτικά 
αποτελέσµατα που επηρεάζουν την εξέλιξη της νόσου [Waring SC, Rosenberg RN (2008)]. Πάνω από 400 
γονίδια έχουν εξεταστεί για συσχέτιση µε το σποραδικό AD [Waring SC, Rosenberg RN (2008)], και τα 
περισσότερα δεν εµφάνισαν κάποια συσχέτιση [Blennow K, et al (2006)]. 
 
1.5 Η συµµετοχή των µιτοχονδρίων στο Alzheimer 
Η πιο σηµαντική λειτουργία του µιτοχονδρίου είναι η παραγωγή ενέργειας στην µορφή τριφωσφορικής 
αδενοσίνης (ATP), µέσω της λειτουργίας της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων (ETC) [DiMauro S, Schon 
EA (2003)]. Όµως, τα µιτοχόνδρια έχουν κεντρικό ρόλο και στον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο, και 
φαίνεται ότι η µιτοχονδριακή δυσλειτουργία έχει µεγάλη επίπτωση στην παθογένεια αρκετών 
νευροεκφυλιστικών διαταραχών, όπως το Alzheimer (AD). Στη βιβλιογραφία συγκεντρώνονται όλο και 
περισσότερα στοιχεία που προτείνουν ότι στον εγκέφαλο και στους περιφερικούς ιστούς ασθενών µε AD 
παρουσιάζεται µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και οξειδωτικό στρες [Mancuso M, et al (2006)], και όλο και 
περισσότερα στοιχεία υποδεικνύουν ότι το οξειδωτικό στρες, το οποίο αυξάνεται στα µιτοχόνδρια που 
παρουσιάζουν βλάβη, είναι ένα πρώιµο γεγονός που σχετίζεται µε την νευροεκφύλιση [Mancuso M, et al. 
(2006)]. Όµως παρόλο των στοιχείων που αναφέρουν την ύπαρξη µορφολογικών, βιοχηµικών και µοριακών 
ανωµαλιών των µιτοχονδρίων σε διάφορους ιστούς ασθενών µε AD, ο ρόλος του µιτοχονδριακού 
γονιδιώµατος και των απλοτύπων του ως παράγοντες κινδύνου παραµένει αµφισβητήσιµος. Ακόµα υπάρχει 
αντιπαράθεση αν το οξειδωτικό στρες και η βλάβη των µιτοχονδρίων εµπλέκονται στην εκδήλωση και 
εξέλιξη των νευροεκφυλιστικών διαταραχών ή απλά είναι συνέπεια της νευροεκφύλισης [Mancuso M, et al 
(2008)]. 
 
1.5.1 Βιοχηµικές ανωµαλίες των µιτοχονδρίων στο Alzheimer 
Η µεταφορά ηλεκτρονίων υψηλής ενέργειας µέσω της µιτοχονδριακής ETC είναι ένα απαραίτητο βήµα 
για την παραγωγή ATP, αλλά µπορεί να προκαλέσει επίσης την παραγωγή ενεργών ελευθέρων ριζών 
οξυγόνου (ROS). Στα σύµπλοκα I-III της αναπνευστικής αλυσίδας, τα ηλεκτρόνια υψηλής ενέργειας 
µπορούν να αντιδράσουν µε µοριακό οξυγόνο (O2) και να οδηγήσουν στον σχηµατισµό υπεροξειδίου (O2
.–) 
[Genova ML, et al (2004)]. Περίπου το 4-5% του O2 που καταναλώνεται από υγιή µιτοχόνδρια 
µετατρέπεται σε υπεροξείδιο [Genova ML, et al (2004)], και αυτή η ποσότητα αυξάνεται σε µιτοχόνδρια που 
παρουσιάζουν βλάβη ή είναι γηρασµένα. Όταν η ETC παρεµποδίζεται τα ηλεκτρόνια συσσωρεύονται στα 
αρχικά στάδια της ETC (σύµπλοκο I και CoQ10), όπου αυτά προσφέρονται απευθείας στο µοριακό οξυγόνο 
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για να δηµιουργήσουν ανιόντα υπεροξειδίου [Wong-Riley M, et al (1997)]. Η συσσώρευση ROS µπορεί να 
προκαλέσει βλάβη σε αρκετά βιοµόρια, συµπεριλαµβανοµένων λιπιδίων, πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων. 
Ο εγκέφαλος είναι πολύ πιο επιρρεπής στο οξειδωτικό στρες λόγω της αυξηµένης κατανάλωσης οξυγόνου 
που συµβαίνει σε αυτόν [Mancuso M, et al (2006)]. Επίσης, σε σύγκριση µε άλλους ιστούς, ο εγκέφαλος 
έχει χαµηλότερη ενεργότητα αντιοξειδωτικών ενζύµων όπως η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και η 
καταλάση, και περιέχει αυξηµένες συγκεντρώσεις πολυακόρεστων λιπαρών οξέων τα οποία είναι πολύ 
επιρρεπή σε λιπιδική υπεροξείδωση [Mancuso M, et al (2006)]. Τα υπεροξείδια µπορούν να αντιδράσουν µε 
το µονοξείδιο του αζώτου (NO), ένα µόριο το οποίο στον εγκέφαλο δρα ως νευροδιαβιβαστής, για να 
σχηµατίσει το υπεροξυνιτρώδες ανιόν (ONOO–), το οποίο είναι πολύ επιβλαβές για το DNA. Η συσσώρευση 
βλαβών στο nDNA και στο mtDNA θεωρείται ότι είναι πολύ επιβλαβής στα µεταµιτωτικά κύτταρα όπως οι 
νευρώνες, τα οποία δεν µπορούν να αντικατασταθούν µέσω ενός µηχανισµού κυτταρικής διαίρεσης. Όντως, 
οι αλλαγές των βάσεων στο mtDNA λόγω οξειδωτικής βλάβης θα µπορούσε πιθανώς να προκαλέσει 
βιοενεργητικές δυσλειτουργίες που οδηγούν στον θάνατο των νευρώνων [Weissman L, et al (2007)]. Τα 
κύτταρα διαθέτουν ένα περίπλοκο δίκτυο αµυντικών µηχανισµών (µιτοχονδριακή υπεροξειδική δισµουτάση 
του µαγγανίου, υπεροξειδάση της γλουταθειόνης και άλλα µόρια) για να αδρανοποιήσουν την εκτεταµένη 
συσσώρευση των ROS και, υπό φυσιολογικές συνθήκες, µπορούν να αντεπεξέλθουν µε τις αυξοµειώσεις των 
ROS [Mancuso M, et al (2007)]. Το οξειδωτικό στρες περιγράφει µία κατάσταση στην οποία οι κυτταρικές 
αντιοξειδωτικές άµυνες δεν επαρκούν για να διατηρήσουν τα επίπεδα των ROS χαµηλότερα από µία τοξική 
ουδό. Τα µονοπάτια του οξειδωτικού στρες και η σχέση µεταξύ του οξειδωτικού στρες, του µιτοχονδρίου και 
του κυτταρικού θανάτου φαίνονται στις Εικόνες 2 και 3. 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ. 2. Η παραγωγή ενεργών ελευθέρων ριζών οξυγόνου στο κύτταρο. Η µεταφορά των ηλεκτρονίων υψηλής 
ενέργειας διαµέσου του ETC µπορεί να είναι πηγή όχι µόνο του ATP άλλα και ROS, καθώς µπορούν να αντιδράσουν 
µε O2 για να σχηµατιστεί υπεροξείδιο (O2
-). Το ανιόν υπεροξειδίου αδρανοποιείται µέσω της µιτοχονδριακής 
υπεροξειδικής δισµουτάσης του Mn (MnSOD) και µετατρέπεται σε υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2). Το H2O2
είναι σχετικά πιο σταθερό από άλλες ελεύθερες ρίζες και είναι ένα από τα κυριότερα ενδοκυτταρικά ROS. Ενώ το 
H2O2 αποικοδοµείται από την καταλάση ή την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης σε νερό και οξυγόνο, το OH
.
 (ρίζα 
υδροξυλίου) δηµιουργείται µέσω των αντιδράσεων Fenton ή Haber-Weiss. [Από Mancuso M et al., (2007)]  
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Το mtDNA είναι ιδιαίτερα επιρρεπές στην οξειδωτική βλάβη λόγω της εγγύτητάς του στην εσωτερική 
µιτοχονδριακή µεµβράνη, στην οποία σχηµατίζονται οξειδωτικές ουσίες, και λόγω της µη προστασίας του 
από ιστόνες και λόγω της ανεπαρκούς επιδιόρθωσής του. Επειδή αρκετά από τα γονίδια του mtDNA 
κωδικοποιούν υποµονάδες της µιτοχονδριακής αναπνευστικής αλυσίδας, οι οξειδωτικές βλάβες του mtDNA, 
αν δεν επιδιορθωθούν σωστά, µπορεί να οδηγήσουν σε µεταλλάξεις και ελλείψεις που διαταράσσουν την 
λειτουργία των γονιδίων που εµπλέκονται στην παραγωγή του ATP, οδηγώντας τελικά σε µιτοχονδριακές 
δυσλειτουργίες, αυξηµένη παραγωγή ROS, και κυτταρικό θάνατο [Mancuso M, et al (2007)]. 
Όλο και περισσότερα στοιχεία υποδεικνύουν ότι η οξείδωση του DNA και του RNA λόγω του 
οξειδωτικού στρες παίζουν ρόλο στην παθοφυσιολογία του AD [Mancuso M, et al (2007)]. Σε εγκεφάλους 
µε AD έχει ακόµα παρατηρηθεί αυξηµένη υπεροξείδωση των λιπιδίων της κυτταρικής µεµβράνης, 
σχηµατισµός καρβονυλίων στις πρωτεΐνες, αυξηµένα επίπεδα νιτροτυροσίνωσης [Guix FX, et al (2005)] και 
αυξηµένα επίπεδα 8-υδρόξυ-2'-δεοξυγουανοσίνης (8-OHdG) στο nDNA και στο mtDNA [Mecocci P, et al 
(1994)]. Επειδή τα RNA είναι κυρίως µονόκλωνα και πιθανώς λιγότερα προστατευµένα από το DNA, ίσως 
είναι περισσότερο επιρρεπή στην οξειδωτική βλάβη. Ανοσοκυτταροχηµικές µελέτες αποκάλυψαν ότι η 
περιφερειακή κατανοµή της οξείδωσης του RNA στον εγκέφαλο ήταν σύµφωνη µε την επιλεκτική 
περιφερειακή ευπάθεια των νευρώνων στο AD [Nunomura A, et al (1999)]. Υπήρχαν αυξηµένα επίπεδα 8-
υδροξυγουανοσίνης (8-OHG) στον ιππόκαµπο και στον εγκεφαλικό νεοφλοιό στο AD, ενώ δεν 
παρατηρήθηκαν αλλαγές στα επίπεδα 8-OHG στην παρεγκεφαλίδα [Nunomura A, et al (1999)]. Τα 
οξειδωµένα RNA εντοπίζονται κυρίως σε νευρωνικά και ενδοθηλιακά κύτταρα και λιγότερο στα κύτταρα 
γλοίας [Nunomura A, et al (2004)]. Η πρώιµη εµπλοκή της οξείδωσης του RNA στην παθοφυσιολογία της 
ασθένειας υποδεικνύει ότι το οξειδωµένο RNA έχει έναν κύριο ρόλο στην νευροεκφύλιση [Nunomura A, et 
al (1999), Nunomura A, et al (2004)]. Παρουσιάζει ενδιαφέρον το γεγονός ότι τα επίπεδα του 8-OHG είναι 
Εικ. 3. Ο µεταβολισµός του µονοξειδίου του αζώτου και ο κυτταρικός θάνατος που επάγεται από ROS. Υπό 
παθολογικές καταστάσεις που περιλαµβάνουν την παραγωγή ROS, το µονοξείδιο του αζώτου (NO) είναι ιδιαίτερα 
επιβλαβές και αυξάνει τις κυτταρικές βλάβες µέσω του σχηµατισµού του ιδιαίτερα αντιδραστικού υπεροξυνιτρώδους 
ανιόντος (ONOO-). Το ONOO- και τα ROS µπορούν να προκαλέσουν βλάβη σε αρκετά βιοµόρια, συµπεριλαµβανοµένων 
των λιπιδίων, των πρωτεϊνών και των νουκλεϊκών οξέων, και µπορεί να ενεργοποιήσουν κυτταρικά µονοπάτια που 
οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο. [Από Mancuso M et al., (2007)]  
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αντιστρόφως ανάλογα της ποσότητας των ενδοκυτταρικών ολιγοµερικών µορφών του Aβ, το οποίο 
υποδεικνύει µία περίπλοκη αλληλεπίδραση µεταξύ των ROS και του Aβ [Nunomura A, et al (2004)]. 
Μία πρόσφατη µελέτη έδειξε i) ότι το mtDNA είχε κατά προσέγγιση 10 φορές υψηλότερα επίπεδα 
οξειδωµένων βάσεων σε σύγκριση µε το nDNA, ii) ότι η γουανίνη είναι η πιο επιρρεπής βάση σε βλάβες του 
DNA, και iii) ότι τα επίπεδα πολλαπλών οξειδωµένων βάσεων ήταν σηµαντικά αυξηµένα σε δείγµατα 
εγκεφάλων µε AD σε σύγκριση µε τα δείγµατα ελέγχου [Wang J, et al (2005)]. Ακόµα, µε την χρήση της 
πρωτεοµικής ταυτοποιήθηκαν οξειδωµένες πρωτεΐνες, των οποίων η τροποποιηµένη λειτουργία είναι 
σύµφωνη µε την ασθένεια [Butterfield DA (2004)]. 
Η ελαφρά γνωστική εξασθένηση (MCI) είναι µία κλινική κατάσταση µεταξύ της κανονικής γήρανσης και 
του AD, που χαρακτηρίζεται από απώλεια µνήµης χωρίς απώλεια των γενικών γνωστικών και λειτουργικών 
δεξιοτήτων. Αρκετές πρόσφατες µελέτες σε ασθενείς µε MCI υποδεικνύουν ότι η οξειδωτική βλάβη µπορεί 
να είναι ένα από τα πιο πρώιµα γεγονότα στην διαδικασία νευροεκφύλισης που οδηγεί σε AD [Keller JN, et 
al (2005), Wang J, et al (2006), Migliore L, et al (2005)]. Μία µελέτη που αξιολόγησε τα επίπεδα 
πρωτοπαθούς και οξειδωτικής βλάβης του DNA σε λευκοκύτταρα ατόµων µε AD, MCI και υγιών ατόµων 
ελέγχου έδειξε ότι τα επίπεδα και της πρωτοπαθούς βλάβης του DNA και των οξειδωµένων βάσεων ήταν 
σηµαντικά αυξηµένα στους ασθενείς µε AD και MCI, σε σύγκριση µε τα άτοµα ελέγχου [Mancuso M, et al 
(2008)]. Αυτό δίνει ακόµα περισσότερες ενδείξεις ότι η οξειδωτική βλάβη, τουλάχιστον στο επίπεδο του 
DNA, είναι πιο πρώιµο γεγονός στην παθογένεση του AD [Migliore L, et al (2005)]. Δεν είναι ακόµα 
ξεκάθαρο αν η αυξηµένη οξειδωτική βλάβη στο MCI και στο AD αντιπροσωπεύει µία επιτάχυνση του 
“φυσιολογικού” σχετιζόµενου µε την ηλικία οξειδωτικού στρες ή αν οφείλεται σε εναλλακτικά µονοπάτια 
[Ding Q, et al (2007)]. 
Η οξειδωτική βλάβη του DNA αποµακρύνεται κυρίως µέσω της διαδικασίας επιδιόρθωσης του DNA 
µέσω εκτοµής βάσεων (BER) [Altieri F, et al (2008)]. Σηµαντικά στοιχεία υποδεικνύουν ότι η BER παίζει 
έναν πρωταρχικό ρόλο στην ανάπτυξη και οµοιόσταση του εγκεφάλου, και ότι πιθανές ανισορροπίες στις 
ενεργότητες του BER µπορεί να συµβάλλουν στην απώλεια νευρώνων [Weissman L, et al (2007), Altieri F, 
et al (2008)]. Η BER λαµβάνει χώρα είτε στον πυρήνα ή στα µιτοχόνδρια. Τα µιτοχόνδρια διαθέτουν 
ανεξάρτητο µηχανισµό BER, που κωδικοποιείται από πυρηνικά γονίδια. Αρκετά ένζυµα BER έχουν και 
πυρηνικές και µιτοχονδριακές µορφές. Η pol γ είναι η µόνη DNA πολυµεράση που εντοπίζεται στα 
µιτοχόνδρια και µπορεί να καταλύσει την αποµάκρυνση του 5' φωσφοσακχάρου, µία απαραίτητη ενεργότητα 
για την µικρής εµβέλειας BER [Weissman L, et al (2007)]. Το τελικό βήµα στην διαδικασία BER είναι το 
κλείσιµο της εγκοπής που αποµένει µετά την δράση των DNA πολυµερασών. Ενώ στον πυρήνα δρουν δύο 
διαφορετικές DNA λιγάσες, λιγάση I και λιγάση III, µόνο η λιγάση III δρα στα µιτοχόνδρια, όπου 
συµµετέχει στην µικρής εµβέλειας µιτοχονδριακή BER [Lakshmipathy U, Campbell C (2001)]. Αρκετές 
µελέτες έχουν προτείνει ότι η ελαττωµατική επιδιόρθωση του DNA µπορεί να είναι κρίσιµη στην αιτιολογία 
του AD [Lovell MA, et al (1999), Lovell MA, et al (2000), Jacobsen E, et al (2004), Davydov V, et al 
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(2003)]. Η µειωµένη ικανότητα λειτουργίας της BER και η µείωση της ελεύθερης 7,8-διυδρο-2-
δεοξυγουανοσίνης, ένα παραπροϊόν της διαδικασίας BER, που παρατηρούνται στον εγκέφαλο ασθενών µε 
AD, σχετίζονται µε αυξηµένα επίπεδα µη επιδιορθωµένου DNA [Fishel ML, et al (2007)]. Μία µείωση της 
ενεργότητας ενός ή περισσότερων ενζύµων BER µπορεί να οδηγήσει στην συσσώρευση µεταλλάξεων στο 
nDNA και στο mtDNA, οδηγώντας τελικά στην παραγωγή τροποποιηµένων πρωτεϊνών και στην 
νευροεκφύλιση [Wilson DM 3rd, Bohr VA (2007)]. Όµως, οι πολυµορφισµοί στα γονίδια της επιδιόρθωσης 
του DNA δεν έχουν ακόµα συσχετιστεί σηµαντικά µε το AD [Dogru-Abbasoglu S, et al (2006), Coppedè F, 
et al (2007)]. Το ερώτηµα αν το AD σχετίζεται ή όχι µε αλλαγές στο µονοπάτι BER παραµένει ένα 
ενδιαφέρον ζήτηµα, και επιπλέον µελέτες πρέπει να γίνουν για να διευκρινιστεί αυτό το ζήτηµα [Weissman 
L, et al (2007)]. 
Ακόµα, έχει µελετηθεί η πιθανή επίδραση των µετάλλων στις νευροεκφυλιστικές ασθένειες [Coppedè 
F, et al (2006)]. Ο προκαλούµενος από µέταλλα σχηµατισµός ROS (διαδικασία Fenton) µπορεί να συµβάλλει 
στο οξειδωτικό στρες. Μέταλλα, όπως σίδηρος, χαλκός, και µαγγάνιο, είναι απαραίτητα στην πλειοψηφία των 
κυτταρικών αντιδράσεων, και ο εγκέφαλος είναι το πιο ικανό όργανο στο να συγκεντρώνει µέταλλα [Coppedè 
F, et al (2006)]. Η οµοιόσταση του ψευδαργύρου, του χαλκού και του σιδήρου υπόκειται σε αλλαγές στον 
εγκέφαλο ατόµων µε AD, και υπό ελαφρά όξινες συνθήκες, όπως αυτές που θεωρείται ότι επικρατούν στον 
εγκέφαλο µε AD, αυτά τα µεταλλικά ιόντα έχει παρατηρηθεί ότι επάγουν την συσσωµάτωση του Aβ, 
υποδηλώνοντας έτσι την πιθανή τους εµπλοκή στον σχηµατισµό των συσσωµατωµάτων Aβ στον εγκέφαλο µε 
AD [Cherny RA, et al (1999)]. Πρόσφατα αποτελέσµατα επίσης υποστηρίζουν την ιδέα ότι η οξειδωτική 
βλάβη στις πλάκες του αµυλοειδούς µπορεί να είναι αποτέλεσµα της διαδικασίας Fenton η οποία καταλύεται 
από την συντοποθέτηση των πεπτιδίων Aβ µε µέταλλα όπως Fe(II)/Fe(III) και Al(III) [Khan A, et al 
(2006)]. Έχει ήδη αναφερθεί ο ρόλος της οξειδωτικής µεταβολής του RNA στο AD [Nunomura A, et al 
(1999), Nunomura A, et al (2004)]. Σε µία µελέτη χρησιµοποιήθηκε χρώση 3,3’-διαµινοβενζιδίνης (DAB) 
[Sayre LM, et al (2000)] και χρώση Fe(II) {µία τροποποίηση της αντίδρασης µπλε της Πρωσίας (Prussian 
blue) [Smith MA, et al (1997)]} για την ανίχνευση in situ της ενεργότητας οξειδοαναγωγής και δισθενούς 
σιδήρου αντίστοιχα σε δείγµατα ιστών εγκεφάλων µε AD τα οποία έπειτα υπέστησαν επεξεργασία µε RNase 
A (η επεξεργασία µε RNase A καταστρέφει το RNA που υπάρχει στον ιστό). Στο κυτταρόπλασµα των 
νευρώνων του ιππόκαµπου παρατηρήθηκε σηµαντικά υψηλότερη ενεργότητα οξειδοαναγωγής και χρώση 
Fe(II) σε σύγκριση µε άτοµα ελέγχου ίδιας ηλικίας. Και οι δύο παραπάνω χρώσεις µειώθηκαν ή/και 
εξαφανίστηκαν µετά την επεξεργασία µε RΝase [Honda K, et al (2005)]. Αυτό υποδηλώνει µία φυσιολογική 
συγγένεια του Fe(II) µε το RNA. Το rRNA πιθανώς προσφέρει τον µεγαλύτερο αριθµό θέσεων πρόσδεσης 
σιδήρου µεταξύ των κυτταροπλασµατικών RNA. Αντανακλώντας την διαφορά της ικανότητας πρόσδεσης 
σιδήρου, η οξείδωση του rRNA από την αντίδραση Fenton δηµιούργησε 13 φορές περισσότερη 8-υδρόξυ-2'-
δεοξυγουανοσίνη (8-OHdG) από την οξείδωση του tRNA [Honda K, et al (2005)]. Εποµένως, ο σίδηρος 
που προσδένεται στο RNA (και ειδικότερα στο rRNA) φαίνεται να παίζει έναν καίριο ρόλο στην οξείδωση 
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του RNA σε επιρρεπείς νευρώνες στον εγκέφαλο µε AD [Honda K, et al (2005)] [Mancuso M, et al 
(2008)].  
Στους ασθενείς µε AD, οι µετρήσεις φθοροδεοξυγλυκόζης µέσω τοµογραφία εκποµπής ποζιτρονίων 
(FDG PET) δείχνουν περιφερειακές µειώσεις του εγκεφαλικού µεταβολικού ρυθµού της γλυκόζης, οι οποίες 
φαίνεται να σχετίζονται µε τις κλινικές αναπηρίες των ασθενών µε AD και µπορεί ακόµα να παρουσιαστούν 
δεκαετίες ολόκληρες πριν την εµφάνιση των κλινικών συµπτωµάτων [Azari NP, et al (1993)]. Ο µειωµένος 
εγκεφαλικός µεταβολισµός έχει παρατηρηθεί στους βρεγµατικούς φλοιούς, και έχει προηγηθεί και της 
νευροφυσιολογικής βλάβης και της ατροφίας του φλοιού που εντοπίστηκαν µε παραδοσιακές µεθόδους 
νευροαπεικόνισης [Blass JP, et al (2000)]. 
Σε συµφωνία µε αυτές τις µελέτες, έχει παρατηρηθεί µειωµένη χρήση της γλυκόζης σε ινοβλάστες 
δέρµατος ασθενών µε AD [Wallace DC (1999)]. Καθώς τα µιτοχόνδρια είναι τα εργοστάσια παραγωγής 
ενέργειας όλων των κυττάρων, βλάβες στα µιτοχόνδρια αναπόφευκτα θα βλάψουν τον µεταβολισµό για την 
παραγωγή ενέργειας. Το κύριο µονοπάτι για την οξείδωση της γλυκόζης στον εγκέφαλο είναι ο κύκλος του 
τρικαρβοξυλικού οξέος (TCA) (κύκλος του Krebs), οποίος λαµβάνει χώρα στα µιτοχόνδρια. Η οξειδωτική 
αποκαρβοξυλίωση του πυρουβικού, του προϊόντος της γλυκόλυσης, από το σύµπλοκο της αφυδρογονάσης 
του πυρουβικού (PDHC), παρέχει ακέτυλο-CoA για να ξεκινήσει ο κύκλος TCA, ο οποίος περιλαµβάνει οκτώ 
διαφορετικά ένζυµα. Η ανεπάρκεια στα δύο κύρια ένζυµα του βήµατος που καθορίζει την ταχύτητα του 
κύκλου TCA, το PDHC και το σύµπλοκο της αφυδρογονάσης του α-κετογλουταρικού (KGDHC), µπορεί να 
εξηγήσει τις παρατηρούµενες βλάβες του µεταβολισµού της γλυκόζης στους εγκέφαλους µε AD [Gibson GE, 
et al (2000), Bubber P, et al (2005)]. Άλλες αλλαγές που παρατηρούνται σε εγκεφάλους µε AD 
περιλαµβάνουν την µειωµένη ενεργότητα της ισοκιτρικής αφυδρογονάσης και την αυξηµένη ενεργότητα της 
αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού και της αφυδρογονάσης του µηλικού [Bubber P, et al (2005)]. Όλες αυτές 
οι αλλαγές που παρατηρούνται στις ενεργότητες του κύκλου TCA συσχετίζονται µε την κλινική κατάσταση, 
υποδηλώνοντας ότι µπορούν να οδηγήσουν σε µειωµένο µεταβολισµό του εγκεφάλου οδηγώντας έτσι στην 
εκφύλιση της εγκεφαλικής λειτουργίας [Bubber P, et al (2005)]. 
Μία πρόσφατη µελέτη του τρανσκριπτώµατος σύγκρινε την έκφραση 80 σχετιζόµενων µε τον 
µεταβολισµό πυρηνικών γονιδίων σε εγκεφάλους ατόµων µε AD και φυσιολογικών ατόµων ελέγχου [Liang 
WS, et al (2008)]. Τα άτοµα µε AD είχαν σηµαντικά µειωµένη έκφραση των πυρηνικών γονιδίων που 
κωδικοποιούσαν υποµονάδες της µιτοχονδριακής ETC στον οπίσθιο φλοιό του προσαγώγιου, στην µέση 
βρεγµατική έλικα, στα κύτταρα CA1 του ιππόκαµπου, στον ενδορινικό φλοιό, και σε άλλες περιοχές του 
εγκεφάλου [Liang WS, et al (2008)]. Στυπώµατα Western επιβεβαίωσαν την υποέκφραση των 
υποµονάδων της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων (ETC) [Liang WS, et al (2008)]. Εποµένως, οι 
µεταβολικές ανωµαλίες σε µελέτες για το AD µε χρήση FDG PET σχετίζονται µε µειωµένη νευρωνική 
έκφραση των πυρηνικών γονιδίων που κωδικοποιούν υποµονάδες της µιτοχονδριακής ETC [Mancuso M, et 
al (2008)]. 
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1.5.2 Μορφολογικές αλλαγές των µιτοχονδρίων στο Alzheimer 
Έχουν αναφερθεί µορφολογικές αλλαγές στα µιτοχόνδρια των νευρώνων στο AD. Σε µία µελέτη που 
εξέτασε εγκεφάλους 22 ατόµων µε AD, η πλειοψηφία των µιτοχονδρίων στον εγκεφαλικό και 
παρεγκεφαλιδικό φλοιό και στους βασικούς πυρήνες παρουσίαζαν διατάραξη των περιοχών µεταξύ των 
πτυχώσεων της εσωτερικής µεµβράνης ή οσµιοφιλικά έγκλειστα [Baloyannis SJ (2006)]. Μορφοµετρικές 
µελέτες των µιτοχονδρίων αποκάλυψαν µία σηµαντική µείωση της πυκνότητας των µιτοχονδρίων στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα όπως και στους ινοβλάστες που λήφθηκαν από ασθενείς µε AD [Stewart P, et al 
(1992)]. 
Πιο αναλυτικά, εξέταση της δοµής των µιτοχονδρίων έδειξε ότι τα κυτταροπλασµατικά υβριδικά 
(cybrid) κύτταρα του AD περιείχαν σηµαντικά αυξηµένο ποσοστό διογκωµένων µιτοχονδρίων τα οποία είχαν 
ωχρή µήτρα και πολύ λίγες πτυχώσεις της εσωτερικής µεµβράνης [Trimmer PA, Borland MK (2005)]. Η 
µέση ταχύτητα της µιτοχονδριακής και λυσοσωµατικής κίνησης, όπως και το ποσοστό των κινούµενων 
µιτοχονδρίων, ήταν σηµαντικά µειωµένα στα κυτταροπλασµατικά υβρίδια του AD [Trimmer PA, Borland MK 
(2005)]. Εποµένως, η κίνηση των µιτοχονδρίων προς τις συνάψεις ίσως είναι ελαττωµατική στο AD. 
Βρέθηκαν και άλλα παθολογικά χαρακτηριστικά όπως κρυσταλλοειδή ενδοµιτοχονδριακά έγκλειστα και 
κυτταροπλασµατικά έγκλειστα σωµάτια [Trimmer PA, Borland MK (2005)]. Ακόµα, µία πρόσφατη µελέτη 
έδειξε ότι τα µιτοχόνδρια είναι στόχοι κλειδιά της αυξηµένης αυτοφαγικής αποικοδόµησης στο Alzheimer 
[Moreira PI, et al (2007)a, Moreira PI, et al (2007)b]. 
Σε ζώα µοντέλα του AD η µιτοχονδριακή δυσλειτουργία φαίνεται να είναι ένα πρώιµο γεγονός, το οποίο 
έπειτα επιταχύνεται σηµαντικά µε την γήρανση [Hauptmann S, et al (2009)]. Η πιο κοινή βλάβη στην 
ενεργότητα των µιτοχονδριακών ενζύµων στο AD αφορά το σύµπλοκο IV της αλυσίδας µεταφοράς 
ηλεκτρονίων (ETC), δηλαδή την οξειδάση του κυτοχρώµατος c (COX) [Castellani R, et al (2002)]. Οι 
βλάβες στην ETC παρεµποδίζουν την παραγωγή του ATP και αυξάνουν την παραγωγή των ενεργών 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS). Ελλιπής ενεργότητα της COX έχει αναφερθεί από αρκετές µελέτες σε 
διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου [Wong-Riley M, et al (1997), Mutisya EM, et al (1994), Simonian 
SA, Hyman BT (1994), Maurer I, et al (2000), Bosetti F, et al (2002)], όπως και στα αιµοπετάλια και 
τους ινοβλάστες ασθενών µε AD [Bosetti F, et al (2002), Parker W Jr, et al (1990), Cardoso SM, et al 
(2004), Valla J, et al (2006)]. Βρέθηκε ακόµα ότι η ενεργότητα της COX, αλλά όχι της F1F10-ATPase 
(σύµπλοκο V), ήταν µειωµένη στον ιππόκαµπο και στα αιµοπετάλια περιπτώσεων σποραδικού AD [Bosetti 
F, et al (2002), Mancuso M, et al (2003)], και ότι η µειωµένη ενεργότητα COX θα µπορούσε να έχει 
λειτουργικές συνέπειες στον ενεργειακό µεταβολισµό [Mancuso M, et al (2003)]. 
Σε µία µελέτη για να εκτιµηθεί αν η γενετικά προκαλούµενη ανεπάρκεια του συµπλόκου IV (COX) 
επηρεάζει το οξειδωτικό στρες και την συσσώρευση του Aβ, δηµιουργήθηκαν ποντίκια µε νευρωνοειδική 
επαγώγιµη απενεργοποίηση του γονιδίου COX10 τα οποία µετά διασταυρώθηκαν µε ποντίκια µοντέλα για το 
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AD. Έτσι δηµιουργήθηκε ένα µοντέλο του AD µε ανεπάρκεια του συµπλόκου IV (ποντίκια COXd/AD) [Fukui 
H, et al (2007)]. Το COX10 είναι µία υποµονάδα του συµπλόκου IV που κωδικοποιείται από το nDNA (ενώ 
το mtDNA κωδικοποιεί τις υποµονάδες COXI, COXII, COXIII). Τελικά, σε αντίθεση µε ότι αναµενόταν, οι 
εγκέφαλοι των ποντικών COXd/AD εµφάνισαν λιγότερες αµυλοειδείς πλάκες, µειωµένη εναπόθεση Aβ και 
µειωµένη οξειδωτική βλάβη, σε σύγκριση µε τα ποντίκια AD [Fukui H, et al (2007)]. Εποµένως, ένα κύριο 
ελάττωµα του συµπλόκου IV δεν φαίνεται να συµβάλλει στο οξειδωτικό στρες και στην παθολογία του AD 
[Fukui H, Moraes CT (2008)]. Αυτή η παρατήρηση δεν αποκλείει µία δευτερεύουσα ανεπάρκεια του COX 
(π.χ. προκαλούµενη από οξειδωτική βλάβη του mtDNA) να παίζει κάποιο ρόλο στον φαύλο κύκλο που 
οδηγεί στην νευροεκφύλιση. 
Η συµµετοχή των άλλων µιτοχονδριακών συµπλόκων της ETC έχει µελετηθεί λιγότερο και είναι 
περισσότερο αµφιλεγόµενη. Π.χ. τα µιτοχόνδρια που αποµονώθηκαν από αιµοπετάλια ασθενών µε AD έχουν 
µειωµένα επίπεδα ATP, αλλά δεν φαίνεται να διαφέρουν σε σχέση µε τα µιτοχόνδρια των φυσιολογικών 
ατόµων στις ενεργότητες της οξειδοαναγωγάσης της NADH-ουβικινόνης (σύµπλοκο I) ή της 
αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού (σύµπλοκο II) ή της αναγωγάσης του cyt c (σύµπλοκο III) [Cardoso SM, 
et al (2004)] [Mancuso M, et al (2008)]. 
Οι υποµονάδες της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c (COX) κωδικοποιούνται και από το nDNA και από 
το mtDNA, εποµένως η χαµηλή ενεργότητα της COX µπορεί να προκύψει από αλλαγές στο nDNA, στο 
mtDNA ή στον µηχανισµό αναγνώρισης ή εισαγωγής των πρωτεϊνών διαµέσου της µιτοχονδριακής 
µεµβράνης. Για την καλύτερη κατανόηση της προέλευσης των βιοενεργετικών ελαττωµάτων στο AD 
(προέρχονται από το mtDNA ή από άλλους παράγοντες;), αναπτύχθηκαν τα µοντέλα των 
κυτταροπλασµατικών υβριδίων. Στην τεχνική των κυτταροπλασµατικών υβριδίων (“cybrid”), κύτταρα σε 
καλλιέργεια τα οποία έχουν χάσει το ενδογενές mtDNA (p0 κύτταρα) αποκτούν µιτοχόνδρια (µε το δικό 
τους mtDNA) από ασθενείς µε AD και από φυσιολογικά άτοµα [King MP, Attardi G (1989)]. Οι 
φαινοτυπικές διαφορές µεταξύ των κυτταρικών σειρών cybrid προκαλούνται από το mtDNA του δότη, και 
όχι από το nDNA ή περιβαλλοντικούς παράγοντες. 
Οι µελέτες µε κυτταροπλασµατικά υβρίδια δείχνουν ότι οι ενζυµατικές βλάβες µπορούν να 
µεταφερθούν σε κύτταρα χωρίς mtDNA, εµπλέκοντας έτσι τις µεταλλάξεις του mtDNA. Το mtDNA από 
αιµοπετάλια ατόµων µε AD, όταν εκφράζεται στο κυτταροπλασµατικά υβρίδια, µειώνει την ενεργότητα της 
COX (ενώ η ενεργότητα της κιτρικής συνθάσης παραµένει αµετάβλητη), µειώνει τα επίπεδα του ATP και 
αυξάνει το οξειδωτικό στρες [Swerdlow RH, et al (1997)]. 
Επίσης, τα κυτταροπλασµατικά υβρίδια του σποραδικού AD υπερπαράγουν τα µείζονα αµυλοειδογενή 
πεπτίδια Aβ (1-40, 1-42) µε έναν εξαρτώµενο από τις κασπάσες τρόπο, και συσσωρεύουν αµυλοειδείς 
εναποθέσεις Congo red [Khan SM, et al (2000)], µιµούµενα τις αµυλοειδείς πλάκες που παρατηρούνται 
στον εγκέφαλο µε AD. Οι αλλαγές στην οξειδωτική κατάσταση καθιστούν τα κυτταροπλασµατικά υβρίδια του 
AD πιο επιρρεπή στην απόπτωση που επάγεται από το Aβ 1-40, πιθανώς λόγω µίας υπερβολικής µείωσης 
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του µιτοχονδριακού µεµβρανικού δυναµικού (Ψ), οδηγώντας στην απελευθέρωση από το µιτοχόνδριο του cyt 
c και στην ενεργοποίηση των κασπασών [Cardoso SM, et al (2004), Onyango IG, et al (2005)a]. Οι 
αυθόρµητες αλλαγές στα µονοπάτια κυτταρικού θανάτου και απόπτωσης που παρατηρούνται στα 
κυτταροπλασµατικά υβρίδια του AD µπορούν να αναπαραχθούν µε την έκθεση κυτταροπλασµατικών 
υβριδίων των οποίων το mtDNA δεν προήλθε από µιτοχόνδρια του AD σε εξωγενή συσσωµάτωση βήτα 
αµυλοειδούς ή σε οξειδωτικό στρες [Onyango IG, et al (2005)a , Onyango IG, et al (2005)b]. 
Σε µακροπρόθεσµη καλλιέργεια τα κυτταροπλασµατικά υβρίδια του AD αναπτύσσουν πληθυσµούς 
µιτοχονδρίων µε ανωµαλίες ή βλάβες, (µε χαµηλότερο Ψ σε σχέση µε τα δείγµατα ελέγχου), χειροτερεύουν 
την βιοενεργητική εξασθένηση και αυξάνουν την αντιγραφή του mtDNA [Trimmer PA, et al (2004)]. Οι 
αυθόρµητες διακυµάνσεις του Ψ, οι οποίες αντιπροσωπεύουν την σύνδεση µεταξύ της ροής των 
ηλεκτρονίων, της σύνθεσης του ATP (από την F0F1 ATP συνθάση) και της εξώθησης ασβεστίου από το 
µιτοχόνδριο, µειώνονται στα κυτταροπλασµατικά υβρίδια του σποραδικού AD [Thiffault C, Bennett JP Jr 
(2005)]. Αυτό υποδηλώνει ότι η έκφραση του mtDNA του AD παράγει µία πιο περίπλοκη βιοενεργητική 
εξασθένηση από µια απλή µείωση της καταλυτικής ενεργότητας του συµπλόκου IV και µπορεί να οδηγήσει σε 
εξασθενηµένη σύνθεση ATP και εξώθηση ασβεστίου από τα µιτοχόνδρια. 
Από την άλλη πλευρά, µία άλλη µελέτη βρήκε ότι όλοι οι κλώνοι κυτταροπλασµατικών υβριδίων µε 
mtDNA που προήλθε από αιµοπετάλια ή ιστούς εγκεφάλου από ασθενείς µε AD αποκατέστησαν την 
ενεργότητα της µιτοχονδριακής αναπνοής σχεδόν στα ίδια επίπεδα µε αυτών των κλώνων 
κυτταροπλασµατικών υβριδίων µε mtDNA από φυσιολογικά άτοµα ελέγχου ίδιας ηλικίας. Αυτό υποδηλώνει 
ότι υπάρχει δοµική ακεραιότητα του mtDNA και στα αιµοπετάλια και στους εγκεφαλικούς ιστούς των 
ηλικιωµένων ατόµων µε AD [Ito S, et al (1999)]. 
Η πλειοψηφία των παραπάνω µελετών δείχνουν ότι οι κυτταρικές σειρές κυτταροπλασµατικών 
υβριδίων του σποραδικού AD εκφράζουν τον µορφολογικό και βιοχηµικό φαινότυπο που παρατηρείται in vivo 
και στον εγκεφαλικό ιστό στο σποραδικό AD. Αυτό ενισχύει την άποψη ότι αλλαγές στο mtDNA µπορεί να 
είναι υπεύθυνες για την µιτοχονδριακή εξασθένηση στο σποραδικό AD. Αλλά το ερώτηµα αν αυτές οι 
αλλαγές στο mtDNA είναι πρωτογενή γεγονότα στην παθογένεση του AD, ή οφείλονται σε σωµατικούς 
παράγοντες (όπως οξειδωτική βλάβη) παραµένει αναπάντητο [Mancuso M, et al (2008)]. 
 
1.5.3 Γενετικές αλλαγές των µιτοχονδρίων στο Alzheimer 
Έχει παρατηρηθεί µία αύξηση στις σωµατικές ανακατατάξεις του mtDNA σε εγκεφάλους AD. Η “κοινή 
έλλειψη” 4977 ζευγών βάσεων µεταξύ των θέσεων 8469:13447 του mtDNA φαίνεται να παρουσιάζεται σε 
15 φορές υψηλότερα επίπεδα στους εγκεφάλους ασθενών µε AD [Corral-Debrinski M, et al (1994)]. 
Επίσης, η µετάπτωση A4336G στο mtDNA έχει παρατηρηθεί µε µεγαλύτερη συχνότητα σε ασθενείς µε AD 
[Shoffner JM, et al (1993)]. Αυτή η µετάλλαξη έχει παρατηρηθεί σε περίπου 5% των ασθενών µε όψιµης 
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εµφάνισης AD, και αυτή η συσχέτιση έχει υποστηριχθεί σε 3 από 4 ανεξάρτητες Ευρωπαϊκές µελέτες 
[Egensperger R, et al (1997), Hutchin T, Cortopassi G (1995), Brown M, et al (1996), Tysoe C, et al 
(1996)] 
Ακόµα, έχουν αναφερθεί µεταλλάξεις της περιοχής ελέγχου (CR) του mtDNA σε µεγαλύτερη 
συχνότητα στους εγκεφάλους µε AD σε σχέση µε τα άτοµα ελέγχου [Coskun PE, et al (2004)]. Πιο 
συγκεκριµένα, δύο ετεροπλασµικές αλλαγές παρουσιάστηκαν µόνο σε εγκεφάλους µε AD (T414C και 
T477C). Το 65% των εγκεφάλων µε AD παρουσίασαν την µετάλλαξη T414C, ενώ αυτή η µετάλλαξη δεν 
παρουσιάστηκε σε κανένα από τα άτοµα ελέγχου [Coskun PE, et al (2004)]. Η CR του mtDNA από 
εγκεφάλους ασθενών και ατόµων ελέγχου έχει κλωνοποιηθεί και αλληλουχηθεί. Οι εγκέφαλοι µε AD είχαν 
µία κατά µέσο όρο 63% αύξηση στις ετεροπλασµικές µεταλλάξεις της CR του mtDNA (και µία 130% αύξηση 
σε ασθενείς άνω των 80 χρόνων) [Coskun PE, et al (2004)]. Αυτές οι µεταλλάξεις άλλαξαν επιλεκτικά 
κάποια γνωστά ρυθµιστικά στοιχεία του mtDNA. Οι εγκέφαλοι µε AD παρουσίασαν επίσης µία κατά µέσο όρο 
50% µείωση στο περιεχόµενο mtDNA και στο µετάγραφο ND6 του συµπλόκου Ι, τα οποία πιθανώς µείωσαν 
την µιτοχονδριακή οξειδωτική φωσφορυλίωση [Coskun PE, et al (2004)]. 
Μία άλλη µελέτη, που περιλάµβανε έναν µεγαλύτερο αριθµό δειγµάτων ιστού, δεν εντόπισε την 
µετάλλαξη T414C σε εγκεφάλους ασθενών µε AD [Chinnery PF, et al (2001)]. Σε µία διαφορετική µελέτη, 
έγινε αλληλούχιση ολόκληρων των κωδικών περιοχών από 145 δείγµατα εγκεφάλων AD από νεκροψία και 
από 128 δείγµατα φυσιολογικών ατόµων ελέγχου. Παρατηρήθηκε ότι και για τις συνώνυµες και τις µη-
σιωπηλές µεταλλάξεις ο συνολικός αριθµός των νουκλεοτιδικών αλλαγών ήταν ο ίδιος και για τις 
αλληλουχίες των ασθενών AD και των ατόµων ελέγχου [Elson JL, et al (2006)]. 
Μέχρι σήµερα δεν έχουν ανακαλυφθεί σίγουρες αιτιολογικές µεταλλάξεις του mtDNA σε ασθενείς µε 
AD. Ακόµα µελέτες που προσπαθούν να ταυτοποιήσουν µεταλλάξεις του mtDNA σε εγκεφάλους ασθενών µε 
AD είχαν αµφιλεγόµενα αποτελέσµατα [Mancuso M, et al (2008)]. 
Μία εναλλακτική µέθοδος είναι να αναλυθούν οι συχνότητες των πολυµορφισµών του mtDNA που 
µπορεί να προκαλέσουν ή να σχετίζονται µε µικρές διαφορές στις κωδικοποιούµενες πρωτεΐνες και, 
εποµένως, µε ελάχιστες αλλαγές στην ενεργότητα της µιτοχονδριακής αναπνοής και της υπερπαραγωγής 
ROS. Αυτό µπορεί να προδιαθέσει ένα άτοµο, ή έναν πληθυσµό που φέρει τον ίδιο γονότυπο mtDNA, σε µία 
πιο πρώιµη έναρξη των αποπτωτικών διεργασιών, όπως η συσσώρευση σωµατικών µεταλλάξεων του 
mtDNA και η εξασθένηση της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων (ETC). Το αντίθετο θα µπορούσε να ισχύει 
για διαφορετικούς πολυµορφισµούς, οι οποίοι θα µπορούσαν να είναι ευεργετικοί προκαλώντας αύξηση της 
ενεργότητας της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και/ή µείωση της παραγωγής ROS. Κοινοί πολυµορφισµοί του 
mtDNA καθορίζουν κλάσεις ειδικών για κάθε ήπειρο γονότυπων, απλότυπων, που µπορούν να 
ταυτοποιηθούν µε ανάλυση πολυµορφισµών µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP). Στην Ευρώπη, έχουν 
ταυτοποιηθεί εννέα διαφορετικοί µιτοχονδριακοί απλότυποι (H, I, J, K, T, U, V, W, X), οι οποίοι 
αντιπροσωπεύουν περισσότερο από το 90% όλων των µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων στον πληθυσµό 
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[Torroni A, et al (1996)]. Η κατανοµή τους φάνηκε να διαφέρει µεταξύ των φυσιολογικών ατόµων ελέγχου 
και των ασθενών που υποφέρουν από κάποιες νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως το Parkinson [Ghezzi D, 
et al (2005)]. 
Μία µελέτη ανέφερε ότι ο απλότυπος T εµφανίζεται µε µικρότερη συχνότητα σε ασθενείς µε AD, ενώ ο 
απλότυπος J φαίνεται να εµφανίζεται µε µεγαλύτερη συχνότητα [Chagnon P, et al (1999)]. Σε µία άλλη 
µελέτη σε ένα δείγµα ατόµων από την Ιταλία βρέθηκε ότι οι απλότυποι K και U παρουσιάζονται µε 
µικρότερη συχνότητα σε φορείς της Απολιποπρωτεΐνης (Apo) E4 σε σχέση µε ασθενείς AD που δεν ήταν 
φορείς (ενώ στα φυσιολογικά άτοµα ελέγχου οι απλότυποι του mtDNA και το αλληλόµορφο ApoE4 ήταν 
ανεξάρτητα µεταξύ τους). Αυτό υποδηλώνει ότι οι K και U µπορεί να δρουν αντισταθµιστικά στον µείζονα 
παράγοντα κινδύνου του AD, το αλληλόµορφο ApoE4. Η ίδια οµάδα ανακάλυψε µία µείωση του λόγου 
οφέλους του αλληλόµορφου ApoE4 από στατιστικά σηµαντικές σε µη στατιστικά σηµαντικές τιµές σε 
ασθενείς µε τους απλότυπους K και U [Carrieri G, et al (2001)]. Μία άλλη µελέτη έδειξε ότι (ανεξάρτητα 
από τον γονότυπο του ApoE) τα αρσενικά άτοµα που είχαν τον γονότυπο U είχαν µία σηµαντική αύξηση στον 
κίνδυνο για AD, ενώ τα θηλυκά άτοµα παρουσίασαν µία σηµαντική µείωση στον κίνδυνο για AD έχοντας τον 
απλότυπο U. Αυτό υποδηλώνει ότι η κληρονόµηση του απλότυπου U µπορεί να έχει αρνητικές συνέπειες 
στην γήρανση των Καυκάσιων ανδρών [van der Walt JM, et al (2004)]. 
Πρόσφατα, µία άλλη µελέτη αξιολόγησε την συµµετοχή των µιτοχονδριακών απλότυπων, των 
συµπλεγµάτων απλοτύπων (HV, UK, TJ, IWX) και δύο λειτουργικών πολυµορφισµών ενός νουκλεοτιδίου 
στο mtDNA (mtSNP 4216 και 4917) στην παθογένεση του AD στον Πολωνικό πληθυσµό. Αυτή η οµάδα 
παρατήρησε ότι το σύµπλεγµα HV φαινόταν να σχετίζεται σηµαντικά µε τον κίνδυνο για AD, ανεξάρτητα από 
την ύπαρξη ή όχι του ApoE4 (OR = 1,59, 95% CI 1,04 -2,44, p = 0,032) [Maruszak A, et al (2009)]. 
Η ίδια πρόσφατη µελέτη δεν βρήκε κανένα στοιχείο για την συµµετοχή των απλοτύπων U, K, J ή T στον 
κίνδυνο για AD [Maruszak A, et al (2009)]. Δύο άλλες µελέτες (που περιλάµβαναν µόνο νευροπαθολογικά 
αποδεδειγµένες περιπτώσεις AD µε Ευρωπαϊκή καταγωγή) υποδεικνύουν ότι οι απλότυποι του mtDNA δεν 
σχετίζονται µε το AD [Elson JL, et al (2006), Chinnery PF, et al (2000)]. 
Σε ακόµα µία µελέτη δεν βρέθηκαν στοιχεία για έναν αιτιολογικό ρόλο των πολυµορφισµών που 
σχετίζονται µε τους απλότυπους. Σε αυτή τη µελέτη µελετήθηκε η συχνότητα των Ευρωπαϊκών απλότυπων 
του mtDNA σε µία καλά καθορισµένη κλινικά οµάδα 209 µη συγγενών µεταξύ τους ασθενών και 191 
φυσιολογικών ατόµων µε ξεκάθαρη καταγωγή από την Τοσκάνη (ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος 
ψευδών συσχετισµών µεταξύ γενετικών δεικτών και ασθένειας). Οι συχνότητες των απλοτύπων H, I, J, K, 
T, U, V, W, και X δεν ήταν σηµαντικά διαφορετικές µεταξύ των AD και των ατόµων ελέγχου. Ακόµα, δεν 
υπήρχε σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο φύλων όσων αφορά την κατανοµή των απλότυπων mtDNA και 
στους ασθενείς AD και στις οµάδες ατόµων ελέγχου. Το αλληλόµορφο ApoE4 επιβεβαιώθηκε ως 
παράγοντας κινδύνου για το AD, αλλά δεν παρατηρήθηκε καµία συσχέτιση µεταξύ των αλληλοµόρφων ApoE 
και των απλότυπων του mtDNA. Ακόµα αποκλείστηκε κάθε συσχέτιση µεταξύ των απλότυπων του mtDNA, 
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της ηλικίας εµφάνισης και του µέσου χρόνου επιβίωσης [Mancuso M, et al (2007)]. 
Τελικά, έχει προταθεί ότι οι κληρονοµούµενοι απλότυποι K και U µπορεί να επηρεάσουν την 
προδιάθεση για AD στους Καυκάσιους, αλλά αυτή η συσχέτιση δεν έχει εξακριβωθεί πλήρως. Επειδή 
απαιτούνται πολύ µεγάλες οµάδες ατόµων για να εντοπιστεί αξιόπιστα ένας συσχετισµός µε περίπλοκες 
ανθρώπινες ασθένειες, θα χρειαστεί περαιτέρω ανάλυση µε µεγαλύτερα δείγµατα για να αποκαλυφθεί µε 
µεγαλύτερη βεβαιότητα η συµβολή των µεταλλάξεων του mtDNA ή των απλοτύπων, αν υπάρχει, στην 
παθογένεση του σποραδικού AD. Μέχρι σήµερα, οι απλότυποι του mtDNA δεν φαίνεται να παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στο AD. Οι αλλαγές του mtDNA που παρατηρούνται στα µοντέλα των κυτταροπλασµατικών 
υβριδίων µπορεί να οφείλονται σε σωµατικούς παράγοντες, π.χ. στην οξειδωτική βλάβη [Mancuso M, et al 
(2008)]. 
 
1.5.4 Η υπόθεση του µιτοχονδριακού καταρράκτη 
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η “υπόθεση του µιτοχονδριακού καταρράκτη” θα µπορούσε να εξηγήσει 
πολλά από τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά του σποραδικού AD (Εικόνα 4). Η συσσώρευση των σωµατικών 
µεταλλάξεων του mtDNA επιταχύνει την φυσιολογική γήρανση, οδηγεί σε οξειδωτική βλάβη, προκαλεί 
ανεπάρκεια του µηχανισµού παραγωγής ενέργειας, αυξηµένη παραγωγή ROS και συσσώρευση του Aβ, τα 
οποία µε έναν βίαιο τρόπο ενισχύουν την βλάβη στο mtDNA, την εξασθένηση της µιτοχονδριακής αναπνοής 
και το οξειδωτικό στρες. Αυτά τα γεγονότα οδηγούν στο άνοιγµα του PTP, επάγοντας την απελευθέρωση του 
cyt c και την επαγωγή της ρυθµιζόµενης από τις κασπάσες απόπτωση. Η παραγωγή ROS από τα 
µιτοχόνδρια φαίνεται να επάγει απόπτωση και µε έναν εναλλακτικό τρόπο που ρυθµίζεται από το PARP-1 και 
το AIF. Αυτή η υπόθεση µπορεί να έχει µία ισχυρή σύνδεση µε την υπόθεση του καταρράκτη αµυλοειδούς. 
Πριν παρατηρηθούν οι πλάκες, σχηµατίζονται πρώιµα στα ποντίκια που υπερεκφράζουν APP 
ενδοκυτταρικά συσσωµατώµατα του Aβ τα οποία σχετίζονται ισχυρά µε την εξασθένηση της νοητικής 
λειτουργίας [Oddo S, et al (2003)]. Το Aβ µπορεί να προκαλεί κυτταρική δυσλειτουργία µέσω της δράσης 
του στο µιτοχόνδριο. Σε διαγονιδιακά ποντίκια µοντέλα για το AD έχει παρατηρηθεί ότι το APP, η πηγή του 
τοξικού Aβ, κατευθύνεται προς τα νευρωνικά µιτοχόνδρια. Η χηµική σταυροσύνδεση µαζί µε 
ανοσοηλεκτρονική µικροσκοπία έδειξε ότι το µιτοχονδριακό APP υπάρχει σε µία διαµεµβρανική µορφή µε το 
N-τελικό άκρο προς το εσωτερικό και βρίσκεται σε επαφή µε τις µιτοχονδριακές µετατοπάσες. Η 
συσσώρευση των APP πλήρους µήκους στο µιτοχονδριακό διαµέρισµα, παγιδευµένα σε µία διαµεµβρανική 
µορφή, προκάλεσε µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και εξασθενηµένο ενεργειακό µεταβολισµό 
[Anandatheerthavarada HK, et al (2003)]. 
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Σε µία πρόσφατη µελέτη εγκεφάλων AD και ατόµων ελέγχου, οι ερευνητές παρατήρησαν ότι το µη 
γλυκοζυλιωµένο πλήρους µήκους και το κοµµένο στο C-τελικό άκρο APP συσσωρεύονταν αποκλειστικά στα 
κανάλια εισαγωγής πρωτεϊνών των µιτοχονδρίων σε ανθρώπινους εγκεφάλους µε AD, αλλά όχι στους 
εγκεφάλους ατόµων ελέγχου ίδιας ηλικίας [Devi L, et al (2006)]. Σε εγκεφάλους µε AD το APP σχηµάτιζε 
σταθερά σύµπλοκα µε το κανάλι εισαγωγής µετατοπάση της εξωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης–40 
(TOM40), και ένα υπερσύµπλοκο και µε το TOM40 και µε την µετατοπάση της εσωτερικής µιτοχονδριακής 
µεµβράνης–23 (TIM23) [Devi L, et al (2006)]. Η συσσώρευση του APP διαµέσου των µιτοχονδριακών 
καναλιών εισαγωγής εµπόδιζε την είσοδο των κωδικοποιούµενων από τον πυρήνα υποµονάδων IV και Vb 
του COX [Devi L, et al (2006)]. Αυτό µπορεί να εξηγήσει την παρατηρούµενη µείωση στην ενεργότητα του 
COX και τα αυξηµένα επίπεδα του H2O2. Το µιτοχονδριακό APP είχε  υψηλότερα επίπεδα σε επιρρεπείς στο 
AD περιοχές του εγκεφάλου, όπως ο µετωπιαίος φλοιός, ο ιππόκαµπος, και η αµυγδαλή [Devi L, et al 
(2006)]. Τα επίπεδα του ακινητοποιηµένου µιτοχονδριακού APP συσχετίζονται άµεσα µε την µιτοχονδριακή 
δυσλειτουργία και την σοβαρότητα της ασθένειας. Ακόµα, τα άτοµα µε AD που έφεραν τα αλληλόµορφα 
ApoE3/ApoE4 είχαν το υψηλότερο περιεχόµενο µιτοχονδριακού APP [Devi L, et al (2006)]. Εποµένως, η 
ανώµαλη συσσώρευση του APP διαµέσου των µιτοχονδριακών καναλιών εισαγωγής προκαλεί οξειδωτικό 
στρες στα µιτοχόνδρια, µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και φαίνεται να είναι ένα κύριο χαρακτηριστικό του 
ανθρώπινου AD. 
Εικ. 4. Ο προτεινόµενος µηχανισµός του κυτταρικού θανάτου που επάγεται από τα µιτοχόνδρια στο AD. Η “υπόθεση του 
µιτοχονδριακού καταρράκτη” θα µπορούσε να εξηγήσει πολλά από τα βιοχηµικά, γενετικά και παθολογικά χαρακτηριστικά του 
σποραδικού AD. Οι σωµατικές µεταλλάξεις του mtDNA θα µπορούσαν να προκαλέσουν απώλεια ενέργειας, αυξηµένη παραγωγή 
αντιδραστικών ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS) και συσσώρευση του αµυλοειδούς-β (Aβ), τα οποία σε έναν φαύλο κύκλο 
ενισχύουν την βλάβη του mtDNA και το οξειδωτικό στρες και µπορεί να διευκολύνουν το άνοιγµα του πόρου µετάπτωσης της 
διαπερατότητας (mtPTP), ο οποίος επάγει τον κυτταρικό θάνατο στην απόπτωση. Ακόµα, η συσσώρευση της πρόδροµης 
πρωτεΐνης του αµυλοειδούς (APP) ανάµεσα στα µιτοχονδριακά κανάλια εισαγωγής (TIM και TOM) µπορεί να εµποδίζει την 
είσοδο των κωδικοποιούµενων από τον πυρήνα υποµονάδων του συµπλόκου IV, εξηγώντας έτσι την παρατηρούµενη µείωση της 
ενεργότητας του συµπλόκου IV και τα αυξηµένα επίπεδα του H2O2. 
Υπόµνηµα: C, κυτόχρωµα c, ΙΜΜ εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη, OMM εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη, APP πρόδροµη 
πρωτεΐνη του αµυλοειδούς, TOM και TIM µετατοπάσες εισαγωγής πρωτεϊνών της µιτοχονδριακής εξωτερικής και εσωτερικής 
µεµβράνης αντίστοιχα. 
[Από Mancuso M et al., (2007)]  
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Η προσδένουσα στο Aβ αλκοολική αφυδρογονάση (ABAD), η οποία εντοπίζεται στην µιτοχονδριακή 
µήτρα, µπορεί να είναι ένας άµεσος µοριακός σύνδεσµος µεταξύ του Aβ και της µιτοχονδριακής τοξικότητας. 
Η αλληλεπίδραση µεταξύ αυτών των δύο πρωτεϊνών επάγει την διαρροή ROS, την µιτοχονδριακή 
δυσλειτουργία, την απελευθέρωση του cyt c, τον κατακερµατισµό του DNA και την απόπτωση [Lustbader 
JW, et al (2004)]. 
Περαιτέρω, η γ-σεκρετάση, η οποία είναι απαραίτητη για την πέψη του APP ώστε να δηµιουργηθεί Aβ, 
παρουσιάζεται επίσης στα µιτοχόνδρια [Hansson CA, et al (2004)]. Στα µιτοχόνδρια το Aβ µπορεί να 
αποµακρυνθεί µέσω χρήσης του ενζύµου αποικοδόµησης της ινσουλίνης (IDE) [Leissring MA, et al (2004)] 
και µέσω χρήσης της πεπτιδάσης της προακολουθίας (PreP) [Falkevall A, et al (2006)]. 
Ακόµα, η καταστολή του συµπλόκου IV από το Aβ µπορεί να ρυθµίζεται µέσω της αποµόνωσης της 
αίµης από το Aβ [Atamna H (2006), Atamna H, Frey WH II (2004)]. Αυτό φαίνεται ακόµα να επάγει την 
παραγωγή ROS [Fukui H, Moraes CT (2008)]. 
Την ίδια στιγµή, η µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και το οξειδωτικό στρες µπορεί να αλλάξει την 
επεξεργασία του APP οδηγώντας στην ενδοκυτταρική συσσώρευση του Aβ [Ohyagi Y, et al (2000), 
Gabuzda D, et al (1994)]. Ακόµα, το οξειδωτικό στρες αυξάνει την ενεργότητα της β-σεκρετάσης, του 
ενζύµου που είναι υπεύθυνο για το κόψιµο του N-τελικού άκρου του APP ώστε να προκύψει το Aβ [Drake J, 
et al (2003)]. 
Η αιτιολογία του AD είναι περίπλοκη, και µόνο µία µειοψηφία των περιπτώσεων φαίνεται να έχει 
κυρίως γενετική αιτιολογία. Οι πολλαπλές αλληλεπιδράσεις µεταξύ γενετικών και περιβαλλοντικών 
παραγόντων φαίνεται να είναι αιτιολογικές για τις εναποµένουσες περιπτώσεις [Coppedè F, et al (2006)]. 
Τα δεδοµένα που παρουσιάστηκαν παραπάνω ενισχύουν την ιδέα ότι το APP, η επαγώµενη από το Aβ 
τοξικότητα του µιτοχονδρίου, το οξειδωτικό στρες, η σωµατική βλάβη του mtDNA, η µιτοχονδριακή 
δυσλειτουργία και η απόπτωση µπορεί να συνδέονται στον καταρράκτη που οδηγεί στην νευροεκφύλιση και 
την άνοια [Wang X, et al (2007), Chen JX, Yan SD (2007)]. Ο προτεινόµενος µηχανισµός του επαγώµενου 
από τα µιτοχόνδρια κυτταρικού θανάτου στο AD συνοψίζεται στην Εικόνα 4. 
Είναι δύσκολο να καθοριστεί αν το mtDNA παίζει τον πρωταρχικό ρόλο στην παθογένεση του AD. Είναι 
πιο πιθανό το mtDNA να µην παίζει πρωταρχικό ρόλο, και, εποµένως, θα πρέπει να εµπλέκεται 
µεταγενέστερα. Όντως, το APP που µπλοκάρει τους µεταφορείς TOM φαίνεται να είναι βασικός παράγοντας, 
ικανός να προκαλέσει µιτοχονδριακή βλάβη, ανεπάρκεια της αναπνοής και οξειδωτικό στρες. Ακόµα, οι 
ελλείψεις του mtDNA φαίνεται να συµβάλλουν στην γήρανση και στην παθολογία, αλλά ο ακριβής µηχανισµός 
αυτής της συµβολής παραµένει ασαφής. 
Είναι σηµαντικό να υπάρξει καλύτερη κατανόηση του ρόλου του οξειδωτικού στρες και του 
µιτοχονδριακού ενεργειακού µεταβολισµού στο AD, και της σύνδεσής τους µε την υπόθεση του αµυλοειδούς 
στη γήρανση και στο AD, καθώς µπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη πιο αποτελεσµατικών θεραπευτικών 
στρατηγικών για αυτή την καταστροφική διαταραχή [Mancuso M, et al (2008)]. 
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2 ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 
Στη παρούσα πειραµατική µελέτη χρησιµοποιήθηκε ως βιολογικό υλικό ολικό αίµα (στο οποίο 
προηγουµένως έχει προστεθεί αντιπηκτικό) από ένα σύνολο 50 ασθενών µε Alzheimer από την ευρύτερη 
περιοχή της Θεσσαλίας. Τα άτοµα επιλέχθηκαν τυχαία και δεν είναι συγγενή µεταξύ τους. Τα δείγµατα 
αίµατος διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία -200C µέχρι την εφαρµογή της διαδικασίας αποµόνωσης DNA η οποία 
πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο του κύριου Χατζηγεωργίου. 
 
2.2 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) πρωτοεµφανίστηκε το 1987 από 
την οµάδα των ερευνητών Mullis, Fallona και Saiki της εταιρίας Cetus και αποτελεί αναµφίβολα µία 
σηµαντική εξέλιξη στην τεχνολογία του DNA. Έχει τεράστιες επιπτώσεις στη βασική έρευνα και τη γενετική 
διαγνωστική, καθώς παρέχει την ικανότητα να ενισχύει µια µικρή αλληλουχία DNA από το σύνολο του 
γονιδιώµατος. Αυτό επιτρέπει την ανάλυση ενός ειδικού τµήµατος DNA χωρίς να κλωνοποιηθεί πρώτα, 
πράγµα το οποίο αυξάνει σηµαντικά την ταχύτητα της ανάλυσης. Το βραβείο Νόµπελ Χηµείας απενεµήθη 
στον Δρ. Κ. Mullis τον Οκτώβριο του 1993, για την καθοριστική του συµβολή στην ανακάλυψη και ανάπτυξη 
της τεχνικής PCR.  
 
2.2.1 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
Με την PCR επιτυγχάνεται η ενίσχυση ενός τµήµατος DNA, ανεξαρτήτου προελεύσεως, in vitro. Σε 
χρονικό διάστηµα λίγων ωρών, η συγκεκριµένη περιοχή του DNA (DNA στόχος), ενισχύεται σε ένα µεγάλο 
αριθµό αντιγράφων. Επειδή κατά την τεχνική της PCR γίνεται ενίσχυση του DNA, η αρχική ποσότητα που 
απαιτείται είναι πολύ µικρή. Ο αριθµός των αντιγράφων εξαρτάται από τον αριθµό των κύκλων της 
αντίδρασης. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην κινητική επανασύνδεσης των αποδιαταγµένων 
συµπληρωτικών αλυσίδων δίκλωνου νουκλεϊκού οξέος, που ανέπτυξαν οι Britten και Kohne στα τέλη του 
1960. 
Το τµήµα του DNA που πρόκειται να ενισχυθεί µπορεί να είναι ένα µοναδικό γονίδιο, ένα µέρος ενός 
γονιδίου ή µια µη κωδική αλληλουχία. Για την αντίδραση απαιτούνται: 
 Ένα τµήµα DNA ως εκµαγείο. 
 Ένας ή περισσότεροι εκκινητές (primers), συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια 18-22 βάσεων, που έχουν 
δοµή συµπληρωµατική προς τις πλευρικές αλληλουχίες του DNA στόχου, το καθένα αντίστοιχα 
προς τον ένα κλώνο του στόχου και µε αντίθετη κατεύθυνση.  
! Προσέχουµε οι εκκινητές να µην έχουν συµπληρωµατικές αλληλουχίες µεταξύ τους ώστε να 
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αποφεύγεται ο σχηµατισµός διµερών, η περιεκτικότητα σε GC να µην ξεπερνάει το 50% των 
επιλεγόµενων βάσεων, να έχουν παραπλήσια θερµοκρασία τήξεως (Tm, melting 
temperature) – η θερµοκρασία τήξεως είναι αυτή στην οποία, στατιστικά, τα µισά µόρια του 
εκκινητή ζευγαρώνουν µε την αλληλουχία-στόχο, ενώ τα άλλα µισά δεν σταθεροποιούνται 
πάνω σε αυτή και παραµένουν ελεύθερα - και η απόστασή τους να είναι µεγαλύτερη των 100 
βάσεων ώστε να επιτρέπεται ο σχηµατισµός του νέου κλώνου DNA.  
 Μία DNA πολυµεράση, όπως η Taq πολυµεράση, που είναι θερµοσταθερή DNA πολυµεράση η οποία 
αποµονώθηκε από το βακτήριο Thermus aquatiqus (Taq) που ζει στο νερό σε θερµοκρασία 750C. 
Έχει την ιδιότητα να µην αποδιατάσσεται σε υψηλές θερµοκρασίες, έχει βέλτιστη θερµοκρασία 720C, 
ενώ είναι αρκετά σταθερή ακόµη και στους  95 0C, παραµένοντας έτσι ενεργή σε όλη τη διάρκεια των 
κύκλων του πολλαπλασιασµού.  
 Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs), τα οποία αποτελούν τα δοµικά συστατικά από τα οποία η 
DNA πολυµεράση συνθέτει τους νέους κλώνους DNA. 
 Ρυθµιστικό διάλυµα (buffer solution), το οποίο δηµιουργεί ένα κατάλληλο χηµικό περιβάλλον για τη 
βέλτιστη δραστικότητα και σταθερότητα της DNA πολυµεράσης. 
 Δισθενή κατιόντα Mg2+, απαραίτητα για την ενζυµική δράση της Taq πολυµεράσης. 
 
Η αντίδραση εκτελείται κυρίως σε όγκο 15-100 µl σε eppendorf των 0.2-0.5 ml σε θερµικό κυκλοποιητή, ο 
οποίος ρυθµίζει τη διαδοχική θέρµανση και ψύξη των δειγµάτων σε κάθε στάδιο. Τα στάδια ενίσχυσης για 
την PCR στον θερµικό κυκλοποιητή είναι τα ακόλουθα (τα στάδια 2-4 επαναλαµβάνονται για 35 κύκλους): 
 
1. Αρχικό στάδιο: Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία ανέρχεται στους 95 0C και διατηρείται για 4 λεπτά ώστε 
να γίνει αποδιάταξη των δίκλωνων µορίων DNA. 
2. Στάδιο αποδιάταξης (denaturation): Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία ανέρχεται στους 95 0C για 30 
δευτερόλεπτα. Το γεγονός αυτό προκαλεί τήξη του τµήµατος DNA καθώς διασπώνται οι δεσµοί υδρογόνου  
µεταξύ των συµπληρωµατικών βάσεων των δύο κλώνων, δηµιουργώντας µονούς κλώνους DNA. 
3. Στάδιο υβριδισµού (annealing): Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία κατέρχεται στους  550C για 40 
δευτερόλεπτα, επιτρέποντας την υβριδοποίηση των εκκινητών, οι οποίοι βρίσκονται σε περίσσεια, µε το 
µονόκλωνο DNA-εκµαγείο. Όσο περισσότερο συµπληρωµατική είναι η αλληλουχία των εκκινητών µε την 
αλληλουχία του εκµαγείου, τόσο σταθερότεροι δεσµοί υδρογόνου σχηµατίζονται µεταξύ τους. Η DNA 
πολυµεράση προσδένεται στο υβρίδιο εκµαγείο-εκκινητής και ξεκινά τη σύνθεση του νέου τµήµατος DNA. 
4. Στάδιο επιµήκυνσης (extention): Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία ανέρχεται ξανά στους  72 0C για 40 
δευτερόλεπτα, όπου η Taq πολυµεράση λειτουργεί βέλτιστα. Η  DNA πολυµεράση συνθέτει το νέο κλώνο 
DNA, παρουσία MgCl2, προσθέτοντας dNTPs συµπληρωµατικά µε τον κλώνο-εκµαγείο, µε κατεύθυνση 5'-3' 
συµπυκνώνοντας τη 5'-φωσφορική οµάδα των dNTPs µε την 3'-υδροξυλοµάδα µε το τέλος του 
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νεοσυντιθέµενου κλώνου. Η DNA πολυµεράση συνθέτει το νέο κλώνο προσθέτοντας περίπου 1.000 βάσεις 
ανά λεπτό. 
5. Στάδιο τελικής επιµήκυνσης: Στο στάδιο αυτό η θερµοκρασία παραµένει στους 72 0C για 10 λεπτά, 
ύστερα από τον τελευταίο κύκλο PCR. Αυτό γίνεται για να εξασφαλισθεί ότι το αποµένον µονόκλωνο DNA 
έχει πλήρως πολυµεριστεί. 
 
Κατόπιν η θερµοκρασία κατέρχεται στους 4 0C. Έτσι το PCR δείγµα µπορεί να παραµείνει βραχυπρόθεσµα 
«αποθηκευµένο» στον θερµικό κυκλοποιητή για όσο χρόνο επιθυµούµε, µέχρι την εφαρµογή της επόµενης 
τεχνικής. 
 
Διάρκεια: κατά µέσο όρο περίπου δύο ώρες για 35 κύκλους (εξαρτάται από την ταχύτητα εναλλαγής των 
θερµοκρασιών για την πραγµατοποίηση των διαφόρων σταδίων στον κυκλοποιητή). 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5: Σχηµατική απεικόνιση του κύκλου της τεχνικής PCR. Αποδιάταξη 
στους 95 0C, υβριδισµός στους ~50 0C και επιµήκυνση στους 72 0C. 
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2.2.2 ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ ΤΩΝ tRNA ΓΟΝΙΔΙΩΝ 
Ενισχύθηκαν 8 τµήµατα του µιτοχονδριακού DNA των ασθενών µε Alzheimer τα οποία περιέκλειαν 15 
από τα 22 γονίδια tRNA του mtDNA. Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζονται τα ζεύγη των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν, η νουκλεοτιδική τους θέση καθώς και το µήκος τους.  
 
 
 
A/A tRNA Primers Νουκλεοτιδική θέση µήκος(bp) 
1 
 
tRNA 
Ile-Gln-Met 
FW Primer 5' - 3' 
CCAGCATTCCCCCTCAAACC 
 
(FW 4241-4260) 
 
µήκος(bp) 
246 RV Primer 5' - 3' 
TGGGCCAGGGGATTAATTA 
 
(RV 4486-4468) 
2 
 
tRNA 
Trp-Ala 
FW Primer 5' - 3' 
CGCTACTCCTACCTATCTCC 
 
(FW 5470-5489) 
 
µήκος(bp) 
242 RV Primer 5' - 3' 
TTAGGGTGCTTAGCTGTTAC 
 
(RV 5711-5691) 
3 
 
tRNA 
Asn-Cys-Tyr 
FW Primer 5' - 3' 
CAATGGGACTTAAACCCACAA 
 
(FW 5663-5683) 
 
µήκος(bp) 
294 RV Primer 5' - 3' 
GCGAACATCAGTGGGGGTGA 
 
(RV 5911-5892) 
4 
 
tRNA  
Ser(UCN)-Asp 
FW Primer 5' - 3' 
ATTCGAAGAACCCGTATACA 
 
(FW 7415-7434) 
 
µήκος(bp) 
229 RV Primer 5' - 3' 
GCTCTTCTATGATAGGGGAA 
 
(RV 7643-7624) 
5 
 
tRNA 
Thr-Pro 
FW Primer 5' - 3' 
CTAATACCAACTATCTCCCT 
 
(FW 15839-15858) 
 
µήκος(bp) 
212 
RV Primer 5' - 3' 
ACCCAAATCTGCTTCCCCAT 
 
(RV 16050-16031) 
6 
 
tRNA 
Leu(UUR) 
FW Primer 5’ – 3’ 
AGGACAAGAGAAATAAGGCC 
 
(FW 3130-3149) 
 
µήκος(bp) 
293 
RV Primer 5’ – 3’ 
CACGTTGGGGCCTTTGCGTA 
 
(RV 3423-3404) 
7 
 
tRNA 
Lys 
FW Primer 5’ – 3’ 
GCTCTGAAATCTGTGGAGCA 
 
(FW 8173-8192) 
 
µήκος(bp) 
217 
RV Primer 5’ – 3’ 
ACGGTAGTATTTAGTTGGGG 
 
(RV 8390-8371) 
ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Ζεύγη των primers που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των mt tRNA, η 
νουκλεοτιδική τους θέση καθώς και το µήκος τους. 
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8 
 
tRNA 
Phe 
FW Primer 5’ – 3’ 
CAACCAAACCCCAAAGACA 
 
(FW 549-567) 
 
µήκος(bp) 
208 
RV Primer 5’ – 3’ 
GGATGCTTGCATGTGTAATC 
 
(RV 757-738) 
 
 
Εικόνα 6: Οι περιοχές του mtDNA που αντιστοιχούν στα ζεύγη των εκκινητών (8) που χρησιµοποιήθηκαν 
φαίνονται µέσα στα κόκκινα πλαίσια. 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Υλικά που χρησιµοποιήθηκαν σε µια αντίδραση PCR, αρχικές συγκεντρώσεις, ποσότητες που 
χρησιµοποιήθηκαν για Vτελ=50µl και οι τελικές τους συγκεντρώσεις. 
Υλικά 
Αρχικές 
συγκεντρώσεις 
Ποσότητες που 
χρησιµοποιήθηκαν σε µία 
αντίδραση PCR των 50 µL 
Τελικές 
συγκεντρώσεις 
DNA  2µl 200ng 
Primers (FW + RV) 50pmol/µL 1µl + 1µl 1pmol/µl 
Mg2Cl2 50mM 2µl 2mM 
PCR Buffer 10x 5µl 1x 
dNTP’s* 10mM x 4 1µl 0,8mM 
Taq DNA Πολυµεράση  5u/µL 0,2µl 1unit 
ddH2O   39µl  
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*dNTP's (Διάλυµα δεοξυνουκλεοτιδίων): Παρασκευάζεται από dATP, dCTP, dGTP και dTTP µε µίξη ίσων 
ποσοτήτων από ξεχωριστά διαλύµατα stock από 0,2mM έκαστο dNTP. 
Το προϊόν της αντίδρασης φυλάσσεται επ’ αόριστον στους -20 οC. 
 
Εικόνα 7: Θερµοκυκλοποιητής που χρησιµοποιείται για την πραγµατοποίηση των αντιδράσεων PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 8: Σχηµατική παράσταση του εκθετικού πολλαπλασιασµού του 
DNA µέσω της τεχνικής της PCR. Έπειτα από n κύκλους προκύπτουν 2n 
αντίγραφα.  
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2.2.3 ΠΟΙΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ 
Μετά το πέρας της αντίδρασης PCR γίνεται ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων σε πήκτωµα αγαρόζης 2%, 
για τη διαπίστωση της επιτυχούς ενίσχυσης. 
Για την παρασκευή πηκτής αγαρόζης 2% χρησιµοποιούνται :  
 40 ml TAE 1x (παρασκευάζεται από stock διάλυµα TAE 50x) 
 0,8 gr αγαρόζης 
 3 µl βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) 
Το stock διάλυµα TAE 50x  παρασκευάζεται ως εξής: 
 Tris   121 gr 
 Οξικό οξύ  28,5 ml 
 EDTA 0,5M  50 ml 
 ddH2O µέχρι τα 500 ml 
Τοποθετούνται 0,8 gr αγαρόζης σε κωνική φιάλη των 100 ml και προστίθενται σε αυτά 40 ml TAE 1x. 
Το µίγµα θερµαίνεται (σε φούρνο µικροκυµάτων) για περίπου 1-2 λεπτά µέχρι η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως  
και στη συνέχεια προστίθενται προσεκτικά 3 µl βρωµιούχου αιθίδιου. Το βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) έχει την 
χαρακτηριστική ιδιότητα να φθορίζει στο υπεριώδες φως καθώς παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων του 
DNA. Έτσι δίνει πρότυπα ζωνώσεων που αντιστοιχούν στην ποσότητα του DNA που δέσµευσε το EtBr. Το 
µίγµα µεταφέρεται σε κατάλληλη µήτρα, η οποία περιέχει τις απαραίτητες θέσεις υποδοχής του DNA όπου 
και στερεοποιείται. 
H φόρτωση του δείγµατος στη πηκτή αγαρόζης γίνεται αφού συµπληρωθεί η συσκευή µε το ίδιο διάλυµα 
TAE 1x µέχρι η πηκτή να είναι πλήρως βυθισµένη στο διάλυµα αυτό. Ακολουθεί ανάµιξη 3µl loading buffer 
µε 5 µl δείγµατος και τοποθέτηση τους προσεκτικά σε κάθε πηγαδάκι της πηκτής.  
Το loading buffer (6x) 10 ml παρασκευάζεται ως εξής:  
 1 ml χρωστική µπλε της βρωµοφαινόλης  
 5 ml γλυκερόλη 
 0,5 ml TBE 20x  
 3,5 ml ddH2O 
Η τάση που εφαρµόζεται είναι 100V και τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται στο πήκτωµα µέχρι να 
διανύσουν τα 2/3 της διαδροµής (για περίπου 20-30 λεπτά). Τέλος, το πήκτωµα παρατηρείται σε συσκευή 
UV (Εικόνα 8).  
Η ηλεκτροφόρηση γίνεται παρουσία µάρτυρα γνωστού µοριακού βάρους και δείγµατος αρνητικού 
ελέγχου. Η παρουσία του µάρτυρα είναι αναγκαία καθώς είναι ο µόνος τρόπος για να είµαστε σίγουροι ότι 
δεν ενισχύθηκαν µη ειδικά προϊόντα ενώ το αρνητικό δείγµα επιβεβαιώνει την απουσία επιµόλυνσης κατά 
τον πολλαπλασιασµό του επιθυµητού τµήµατος DNA. Όσα δείγµατα δίνουν θετικό αποτέλεσµα (ανίχνευση 
ζωνών) χρησιµοποιούνται στην ποιοτική ανάλυση πολυµορφισµών µε τη µέθοδο SSCP. 
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Εικόνα 9: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης 2%. Στην 1η διαδροµή φαίνονται οι 
ζωνώσεις του µάρτυρα γνωστού µοριακού βάρους. Στην 2η διαδροµή έχει ηλεκτροφορηθεί αρνητικό δείγµα 
το οποίο δεν εµφάνισε καµία ζώνωση. Στις άλλες 3 διαδροµές έχουν ηλεκτροφορηθεί προϊόντα PCR. 
 
2.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ (Single 
Stranded Conformation Polymorphism –SSCP) 
Η ανάλυση πολυµορφισµού µονόκλωνης αλυσίδας (Single Stranded Conformation Polymorphism) 
χρησιµοποιήθηκε πρώτη φορά το 1989 και αποτελεί µια φθηνή, ευαίσθητη και αξιόπιστη µέθοδο για τον 
προσδιορισµό της γενετικής ποικιλοµορφίας. Στηρίζεται στον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό µονόκλωνων 
τµηµάτων DNA βάσει µικρών διαφορών στην αλληλουχία τους, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσµα το 
σχηµατισµό µιας διαφορετικής δευτεροταγούς δοµής, η οποία προκαλεί διαφορά στη κινητικότητα των 
µορίων αυτών µέσα σε πήκτωµα. Η κινητικότητα των δίκλωνων µορίων DNA µέσα σε ένα ηλεκτροφορητικό 
πήκτωµα εξαρτάται από το µέγεθος και το µήκος του µορίου και είναι σχετικά ανεξάρτητη από την 
αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του. Εν τούτοις, στα µονόκλωνα µόρια DNA η κινητικότητα επηρεάζεται 
αισθητά όταν συµβαίνουν µικρές αλλαγές στην νουκλεοτιδική αλληλουχία, όπως είναι οι πολυµορφισµοί SNP. 
Αυτό συµβαίνει λόγω της ασταθούς φύσης του µονόκλωνου DNA: απουσία συµπληρωµατικού κλώνου, ο 
µονός κλώνος δύναται να σχηµατίσει ενδοµοριακούς δεσµούς, οι οποίοι έχουν ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία 
αναδιπλώσεων και θηλειών, προσδίδοντάς του µία χαρακτηριστική τρισδιάστατη δοµή. Η µέθοδος SSCP 
εκµεταλλεύεται ακριβώς αυτή την ιδιότητα του µονόκλωνου DNA (Orita et al., 1989). Τµήµατα DNA έως 
300-600 bp αναλύονται επιτυχώς. Τροποποιώντας συνθήκες όπως η θερµοκρασία, η σύνθεση του 
ρυθµιστικού διαλύµατος (buffer) και του πηκτώµατος µπορούµε να πάρουµε πληροφορίες για όλες τις 
διαφορές που προκύπτουν µεταξύ των δειγµάτων.  
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2.3.1 ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΠΗΚΤΗΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ 
Συνήθως επιλέγονται συγκεντρώσεις πηκτής πολυακρυλαµιδίου από 8% έως 12%. Όσο πιο µικρό σε 
µήκος είναι το τµήµα του εξεταζόµενου µονόκλωνου µορίου, τόσο πιο πυκνό θα πρέπει να είναι το πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου. Στη παρούσα µελέτη η συγκέντρωση του πολυακρυλαµιδίου που επιλέχθηκε να 
χρησιµοποιηθεί ήταν 10%, καθώς κρίθηκε η καταλληλότερη, ύστερα από δοκιµές, που επέτρεπε την 
καλύτερη εµφάνιση των αποτελεσµάτων. 
Για 2 πηκτώµατα πυκνότητας 10% και 125mL χρησιµοποιήθηκαν:  
 12,5 gr Ακρυλαµίδιο 
 0,33 gr  Δις-ακρυλαµίδιο  
 
 
 10 ml TBE 10x  
 12,5 ml Γλυκερόλη 50% 
 
 
 
Τα πηκτώµατα δηµιουργούνται ύστερα από πολυµερισµό των 
δύο αντιδραστηρίων. Το µέγεθος των πόρων του 
πολυµερούς που προκύπτει είναι συνάρτηση του βαθµού του 
πολυµερισµού, ο οποίος ποικίλει ανάλογα µε τις 
συγκεντρώσεις των µονοµερών. 
Η προσθήκη γλυκερόλης στο πήκτωµα ελαττώνει την τιµή του 
pH του διαλύµατος ηλεκτροφόρησης που καθορίζεται από την 
παρουσία του ρυθµιστικού διαλύµατος TBE, µε αποτέλεσµα να 
αυξάνεται η ευαισθησία της SSCP ανάλυσης και να λαµβάνονται 
πιο ευδιάκριτα αποτελέσµατα. 
Εικόνα 10: Σχηµατική αναπαράσταση της ανάλυσης SSCP. Τα δείγµατα DNA Α και Β πρέπει να 
υποστούν αποδιάταξη πριν την ηλεκτροφόρησή τους στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου. Μία σηµειακή 
µετάλλαξη είναι ικανή να προσδώσει στη µονόκλωνη αλυσίδα τέτοια µοναδική διαµόρφωση ώστε µετά την 
ηλεκτροφόρηση, το πρότυπο της αντίστοιχης ζώνης να διαφέρει στα δύο διαφορετικά δείγµατα. 
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Στο σηµείο αυτό ακολουθεί διήθηση και 
συµπλήρωση µε H2O έως τα 125 ml και  
έπειτα προσθήκη των:  
 
 125 µl  TEMED             
 650 µl  APS 20%   
 
Αφού προστεθούν οι κατάλληλες χτένες (πάχους 2mm) για το σχηµατισµό πηγαδιών, το ρευστό 
πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου απαιτεί περίπου 30 λεπτά για να πήξει πλήρως. Έπειτα το τοποθετούµε στην 
κατάλληλη συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης. 
 
2.3.2 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΩΝ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ 
 
Καθώς αναµένεται να πήξει το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου προετοιµάζονται τα PCR προϊόντα που 
έδωσαν θετικό αποτέλεσµα. Σε eppendorf των 0,5 µl προσθέτονται:  
 5 µl δείγµατος  
 10µl αποδιατακτικού διαλύµατος (denaturation buffer). 
 
Το Αποδιατακτικό Διάλυµα (Denaturation Buffer) περιέχει: 
 95% φορµαµίδιο 
 20 mM EDTA  
 10 mM NaOH 
 0.05% κυανό του ξυλενίου  
 0.05% κυανό της βρωµοφαινόλης 
Ακολούθως, τα δείγµατα τοποθετούνται στη συσκευή του θερµοκυκλοποιητή, ώστε να πραγµατοποιηθεί 
η πλήρης αποδιάταξη των δίκλωνων µορίων DNA επιλέγοντας το ακόλουθο πρόγραµµα: 
1. 950C για 2 λεπτά 
2. 970C για 2 λεπτά 
3. 990C για 7 λεπτά. (Τα δείγµατα πριν το τέλος του 7ου λεπτού εξέρχονται της συσκευής και 
τοποθετούνται αµέσως σε πάγο προκειµένου να αποφευχθεί η επανασύνδεση των 
µονόκλωνων µορίων DNA). 
Τέλος, τα αποδιαταγµένα δείγµατα φορτώνονται στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου αφού πρώτα στη 
συσκευή προστεθεί ρυθµιστικό διάλυµα TBE 0,5x . Εφαρµόζεται τάση 220V και τα δείγµατα 
ηλεκτροφορούνται στο πήκτωµα για 22 ώρες (overnight) σε θερµοκρασία 4οC. Ακολουθεί χρώση του 
πηκτώµατος µε νιτρικό άργυρο.  
Η αντίδραση πολυµερισµού αρχίζει µε την 
προσθήκη του υπερθειϊκού αµµωνίου (APS: 
ammonium persulfate) που δηµιουργεί ελεύθερες 
ρίζες : S2O8
2- -> 2 SO4 - που µαζί µε το 
φωτοχηµικό καταλύτη Ν,Ν’-
τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη (TEMED) 
διαδίδονται στο σύστηµα πολυµερισµού. 
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2.3.3 ΧΡΩΣΗ ΝΙΤΡΙΚΟΥ ΑΡΓΥΡΟΥ (SILVER STAINING) 
Για 2 πηκτώµατα χρησιµοποιούνται:  
 
1. Δ/µα 1 : 800 ml dd-H2O + 20 ml Et100% + 1 ml CH3COOH 90% 
2. Δ/µα 2 : 400 ml AgNO3 1gr/lt   
3. Δ/µα 3 : 6 gr NaOH + 0,02 gr NaBH4 + 2 ml HCHO και ddH2O έως 400 ml 
 
Τα διαλύµατα εµποτίζονται στα πηκτώµατα και ξεπλένονται µε ddH2O το κάθε ένα µε την ακόλουθη 
σειρά:  
3.1 Α΄ εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 1 για 3 min. 
3.2 Β΄ εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 1 για 3 min & πλύση µε ddH2O. 
3.3 Εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 2 για 20 min & διπλή πλύση µε ddH2O. 
3.4 Εµποτισµός µε 200 ml του διαλύµατος 3 έως την εµφάνιση χρώµατος  & πλύση µε ddH2O. 
 
2.4 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ DNA (DNA SEQUENCING) 
 
Τα δείγµατα εκείνα που εµφάνισαν διαφορετικά πρότυπα συγκριτικά µε τα δείγµατα µε φυσιολογικό 
πρότυπο, αποστέλλονται για ταυτοποίηση της DNA αλληλουχίας τους (DNA sequencing), αφού 
προηγουµένως υποστούν κατάλληλο καθαρισµό. 
 
2.4.1 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ  
Για τον καθαρισµό των PCR προϊόντων χρησιµοποιήθηκαν στήλες QIAquick SpinR. Ο λόγος που 
πραγµατοποιείται είναι για να αποµακρυνθούν οι ελεύθεροι ή/και διµερισµένοι primers, τα νουκλεοτίδια, η 
DNA πολυµεράση και άλατα που τυχόν υπάρχουν στο διάλυµα µαζί µε τα PCR προϊόντα, ούτως ώστε να µη 
προκαλέσουν προβλήµατα ανάγνωσης κατά τη διαδικασία του sequencing. Ακολουθήθηκε το παρακάτω 
πρωτόκολλο καθαρισµού: 
1. Τοποθέτηση των στηλών QIAquick Spin σε eppendorf των 1,5 ml. 
2. Προσθήκη 250 µl από το διάλυµα συλλογής (capture buffer) και 50 µl PCR προϊόντος στις στήλες 
QIAquick Spin. 
3. Φυγοκέντριση του περιεχόµενου των στηλών για 1 λεπτό στις 13.000 rpm. Σε αυτό το βήµα 
πραγµατοποιείται η πρόσδεση των επιθυµητών αλληλουχιών πάνω στη στήλη. 
4. Αποµάκρυνση του εκλούσµατος και επανατοποθέτηση των στηλών στα eppendorf. 
5. Προσθήκη 750 µl από το διάλυµα πλύσης (wash buffer) στις στήλες και φυγοκέντριση για 1 λεπτό στις 
13.000 rpm. 
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6. Αποµάκρυνση του εκλούσµατος, επανατοποθέτηση των στηλών στα eppendorf και ξανά φυγοκέντριση 
για 1 λεπτό στις 13.000 rpm. Το βήµα αυτό είναι σηµαντικό, καθώς είναι αναγκαίο να αποµακρυνθεί 
πλήρως η αιθανόλη από το διάλυµα πλύσης µέσα στη στήλη.  
7. Εκ νέου τοποθέτηση των στηλών QIAquick Spin σε αποστειρωµένα eppendorf των 1,5 ml. 
8. Προσθήκη 50 µl από το διάλυµα έκλουσης (elution buffer) και επώαση των δειγµάτων για περίπου 1 
λεπτό. 
9. Τέλος, φυγοκέντριση για 1,5 λεπτό στις 13.000 rpm για ανάκτηση του καθαρισµένου DNA από τα 
eppendorf. 
Στη συνέχεια, ακολουθεί υπολογισµός της ποσότητας του PCR προϊόντος ποσοτικά µε φωτόµετρο (1µl 
και 49µl ddH2O) ή ποιοτικά µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%. Ενδείξεις φωτόµετρου γύρω στα 100 
ng/µl είναι ικανοποιητικές. 
Το DNA που στέλνεται για αλληλούχιση πρέπει να είναι σε στερεά µορφή (ίζηµα) και όχι σε διάλυµα. 
Αυτό επιτυγχάνεται µε κατακρήµνιση του DNA µε αιθανόλη και CH3COONa (οξικό νάτριο). Για 50µl δείγµα 
απαιτούνται 300 µl αιθανόλη και 5µl CH3COONa. Τα δείγµατα µένουν overnight στους -20
0C και την 
επόµενη µέρα φυγοκεντρώνται στις 13.000 rpm, για 20 λεπτά, στους 40C. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται 
προσεκτικά και το ίζηµα τοποθετείται στους 370C για 1 ώρα. Τέλος, µαζί µε τα δείγµατα που αποστέλλονται 
για αλληλούχιση αποστέλλονται επίσης και οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν κατά την αντίδραση PCR. Οι 
primers αραιώνονται κατά 1/5 από συγκέντρωση 50pmoles/µL σε τελική συγκέντρωση 10pmoles/µL σε 
τελικό όγκο ανάλογο του αριθµού των δειγµάτων που θα αλληλουχιθούν µε τους συγκεκριµένους εκκινητές. 
 
2.4.2 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ (SEQUENCING) 
Η τεχνολογική επανάσταση στις µεθόδους ανάλυσης του γενετικού υλικού ξεκίνησε το 1977, όταν οι 
Maxam & Gilbert περιέγραψαν µία µέθοδο ανάλυσης της αλληλουχίας µε ειδική χηµική αποικοδόµηση των 
βάσεων. Τον ίδιο χρόνο ο Sanger µε τους συνεργάτες του πρότειναν µία ενζυµική µέθοδο για ανάγνωση της 
αλληλουχίας του DNA χρησιµοποιώντας διδεοξυνουκλεοτίδια (ddNTP’s), τα οποία οδηγούν στον πρόωρο 
τερµατισµό της νουκλεϊκής σύνθεσης. Οι δύο αυτές µέθοδοι παράγουν πληθυσµούς σηµασµένων 
πολυνουκλεοτιδίων τα οποία αρχίζουν από ένα συγκεκριµένο σηµείο και τελειώνουν σε σηµεία εξαρτώµενα 
από τη θέση µιας συγκεκριµένης βάσης του αρχικού κλώνου. 
Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί αυτόµατοι αναλυτές που µειώνουν εξαιρετικά το χρόνο 
αλληλούχισης. Τα σηµασµένα τµήµατα του DNA ανιχνεύονται από µία πηγή laser και τα δεδοµένα 
αποθηκεύονται για να αναλυθούν. Όλοι οι αυτόµατοι αναλυτές περιέχουν προγράµµατα περαιτέρω 
επεξεργασίας ή επιτρέπουν την εξαγωγή των δεδοµένων για ανάλυση σε άλλα προγράµµατα επεξεργασίας 
νουκλεϊνικών αλληλουχιών. 
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2.4.3 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗΣ 
Για την στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων των δεδοµένων της αλληλούχισης  
χρησιµοποιήθηκαν τα προγράµµατα βιοπληροφορικής: BIOEDIT 7.0 και CLUSTALX 1.81. Το πρώτο 
χρησιµεύει στην «ανάγνωση» της αλληλουχίας του κάθε γονιδίου που απεικονίζεται σε µορφή 
χρωµατογραφήµατος, µε κάθε κορυφή του να αντιστοιχεί και σε µια συγκεκριµένη βάση. Με τον τρόπο αυτό 
συγκρίνοντας τη ζητούµενη αλληλουχία µε µια πρότυπη, εντοπίζουµε τη σηµειακή µετάλλαξη, την προσθήκη 
ή την έλλειψη βάσει των διαφορών στις κορυφές τους. Το δεύτερο χρησιµεύει για την εκτέλεση πολλαπλής 
οµοπαράθεσης της ζητούµενης αλληλουχίας µε µια πρότυπη, ως επιβεβαίωση της ορθής «ανάγνωσης» της 
αλληλουχίας µε το BIOEDIT. Επιπλέον, µε το CLUSTALX µπορούµε να προσδιορίσουµε και αν η σηµειακή 
µετάλλαξη οδηγεί σε αλλαγή ή όχι του αρχικού νοήµατος της αλληλουχίας. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
Στους 50 ασθενείς µε Alzheimer που µελετήθηκαν εντοπίστηκαν 20 µεταλλάξεις. Εφτά από αυτές 
εντοπίζονται σε γονίδια tRNA (στο tRNAThr, στο tRNAGln, tRNATrp και στο tRNACys) ενώ ο υπόλοιπες 13 
εντοπίζονται σε παρακείµενες περιοχές (στο 12S rRNA, στο 16S rRNA, στο γονίδιο COII, στο γονίδιο 
ND1, στο D-loop και σε µη κωδικές περιοχές). Από το σύνολο των µεταλλάξεων, 5 µεταλλάξεις έχουν ήδη 
αναφερθεί σε ασθενείς µε Alzheimer, ενώ 3 µεταλλάξεις ανιχνεύθηκαν για 1η φορά, δηλαδή δεν αναφέρονται 
στη δικτυακή βάση δεδοµένων για το µιτοχόνδριο www.mitomap.org. 
 
3.1 ΓΟΝΙΔΙΑ tRNAThr ΚΑΙ tRNAPro & ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΟΥ 
ΚΥΤΟΧΡΩΜΑΤΟΣ b ΚΑΙ ΤΟΥ ΒΡΟΧΟΥ D 
Για το τµήµα των 212 bp που κωδικοποιεί τα γονίδια tRNAThr και tRNAPro καθώς και τµήµατα των 
παρακείµενων γονιδίων του κυτοχρώµατος b και του βρόχου D, εντοπίστηκαν 5 διαφορετικά πρότυπα µε τη 
µέθοδο του SSCP. 
        
 
 ΠΙΝΑΚΑΣ 3: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAThr και στην NC10 σε σύνολο 50 ατόµων. 
Άτοµα  (9)        Μεταλλάξεις 
No 21                 tRNAThr 
                       C15904T 
 
Νο 14                 tRNAThr 
    16                A15924G 
 
No 35                 tRNAThr 
    39                G15928A 
 
No 6                  tRNAThr 
    15                C15946T 
 
No 17                 NC10 
    32                A15954C 
 
 
 
 
 
Εικόνα 11: Τµήµα του mtDNA. Με το 
πλαίσιο κόκκινου χρώµατος φαίνονται 
τα άκρα των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση 
των γονιδίων tRNAThr και tRNAPro. 
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Εικόνα 12: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22 ώρες, 220Volt, 4oC) απεικονίζονται µε το 
πράσινο βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης tRNAThr C15946T, µε το κόκκινο βελάκι το 
πρότυπο της µετάλλαξης tRNAThr A15924G, µε τα λευκά βελάκια το πρότυπο της µετάλλαξης 
tRNAThr G15928A, µε το µωβ βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης tRNAThr C15904T, και µε τα 
µπλε βελάκια το πρότυπο της µετάλλαξης NC10 A15954C. Τα υπόλοιπα δείγµατα εµφανίζουν το 
φυσιολογικό γονότυπο. 
 
 
 
  
 
 
 
Εικόνα 13: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 14 (Β). 
Είναι εµφανής η µετάπτωση  Α->G στη θέση 15924. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A) 
(Β) 
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Εικόνα 14: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 35 (B). 
Είναι εµφανής η µετάπτωση G->A στη θέση 15928. 
  
 
Εικόνα 15: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 21 (Β). 
Είναι εµφανής η µετατροπή C->T στη θέση 15904. 
  
 
Εικόνα 16: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr, της περιοχής NC10 και του tRNAPro σε 
άτοµο control (A) και στο άτοµο 32 (Β). Είναι εµφανής η µετατροπή A->C στη θέση 15954. 
 
 
 
(A) 
(Β) 
(Α) 
(Β) 
(Α) 
(Β) 
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Εικόνα 17: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAThr στο άτοµο 6 (A) και σε άτοµο control (Β). 
Είναι εµφανής η µετατροπή C->Τ στη θέση 15946. 
 
3.2 ΓΟΝΙΔΙΑ tRNAIle, tRNAGln και tRNAMet ΚΑΙ ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΩΝ 
ΓONΙΔΙΩΝ ΤΩΝ ND1 ΚΑΙ ND2 ΥΠΟΜΟΝΑΔΩΝ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ Ι 
ΤΗΣ ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΗΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ 
Για το τµήµα των 246 bp που κωδικοποιεί τα γονίδια tRNAIle, tRNAGln και tRNAMet καθώς και 
τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων των ND1 και ND2 υποµονάδων του συµπλόκου I της αναπνευστικής 
αλυσίδας εντοπίστηκε 1 διαφορετικό πρότυπο µε τη µέθοδο του SSCP.  
      
ΠΙΝΑΚΑΣ 4: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAGln σε σύνολο 50 ατόµων. 
Άτοµο  (1)                     Μεταλλάξεις 
No  8                             tRNAGln 
                                  T4336C 
 
Εικόνα 19: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22 
ώρες, 220Volt, 4oC) απεικονίζεται µε το λευκό βελάκι 
το πρότυπο της µετάλλαξης tRNAGln T4336C. Τα 
υπόλοιπα δείγµατα εµφανίζουν το φυσιολογικό 
γονότυπο. 
Εικόνα 18: Τµήµα του mtDNA. Με το 
πλαίσιο κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα 
άκρα των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των 
γονιδίων tRNAIle, tRNAGln και tRNAMet. 
(Α) 
(Β) 
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Εικόνα 20: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAGln σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 8 (Β). 
Είναι εµφανής η µετάπτωση T->C στη θέση 4336. 
 
 
3.3 ΓΟΝΙΔΙΑ tRNAAsn, tRNACys ΚΑΙ tRNATyr ΚΑΙ ΤΜΗΜΑ ΤΗΣ 
ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ Ι ΤΗΣ ΟΞΕΙΔΑΣΗΣ ΤΟΥ ΚΥΤΟΧΡΩΜΑΤΟΣ C 
Για το τµήµα των 294 bp που κωδικοποιεί τα γονίδια tRNAAsn, tRNACys και tRNATyr καθώς και τµήµα 
του γονιδίου της υποµονάδας I της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c εντοπίστηκε 1 διαφορετικό πρότυπο µε 
τη µέθοδο του SSCP. Το συγκεκριµένο πρότυπο, το οποίο εµφανίστηκε σε ένα µόνο δείγµα, µετά την 
επεξεργασία των αποτελεσµάτων του sequencing αποδείχτηκε ότι παρουσιάζει ένα νέο πολυµορφισµό. 
   
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 5: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο tRNACys σε σύνολο 50 ατόµων. 
Άτοµo  (1)                       Μεταλλάξεις                     
No  42                             tRNACys 
                                                       G5772A 
 
 
(Β) 
(Α) 
Εικόνα 22: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 
10% (22ώρες, 220Volt, 4oC) απεικονίζονται 
µε το λευκό βελάκι το πρότυπο της 
µετάλλαξης tRNACys G5772A. Τα υπόλοιπα 
δείγµατα εµφανίζουν τον φυσιολογικό 
γονότυπο. 
Εικόνα 21: Τµήµα του mtDNA. Με το πλαίσιο 
κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα άκρα των 
εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την 
ενίσχυση των γονιδίων tRNAAsn, tRNACys και 
tRNATyr. 
Asn: 5657-5729 
Cys:5761-5826 
Tyr:5826-5891 
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Εικόνα 23: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNACys σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 42 (Β). 
Είναι εµφανής η µετάπτωση G->A στη θέση 5772. 
 
3.4 ΓΟΝΙΔΙΑ tRNATrp, tRNAAla, & TMHMA TOY ΓΟΝΙΔΙΟΥ ΤΗΣ ND2 
ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ Ι ΤΗΣ ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΗΣ 
ΑΛΥΣΙΔΑΣ 
Για το τµήµα 242bp που κωδικοποιεί τα γονίδια tRNATrp και tRNAAla καθώς και το τµήµα του γονιδίου 
της ND2 υποµονάδας του συµπλόκου I εντοπίστηκε 1 διαφορετικό πρότυπο µε τη µέθοδο του SSCP. Το 
συγκεκριµένο πρότυπο, το οποίο εµφανίστηκε σε ένα µόνο δείγµα, µετά την επεξεργασία των 
αποτελεσµάτων του sequencing αποδείχτηκε ότι παρουσιάζει ένα νέο πολυµορφισµό. 
                          
ΠΙΝΑΚΑΣ 6: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNATrp σε σύνολο 50 ατόµων. 
Άτοµα  (1)                     Μεταλλάξεις                    
No  33                          tRNATrp 
                                                    A5558G 
 
(Β) 
(A) 
Trp:5512-5579 
 
Ala:5587-5655 
 
Εικόνα 24: Τµήµα του mtDNA. Με το πλαίσιο 
κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα άκρα των 
εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση 
των γονιδίων tRNATrp και tRNAAla.  
Εικόνα 25: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 
10% (22ώρες, 220Volt, 4oC) απεικονίζονται 
µε το λευκό βελάκι το πρότυπο της 
µετάλλαξης tRNATrp A5558G. Τα υπόλοιπα 
δείγµατα εµφανίζουν τον φυσιολογικό 
γονότυπο. 
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Εικόνα 26: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNATrp σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 33 (Β). 
Είναι εµφανής η µετάπτωση A->G στη θέση 5558. 
 
3.5 ΓΟΝΙΔΙΟ tRNALeu(UUR) ΚΑΙ ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΟΥ 16S 
rRNA ΚΑΙ ΤΗΣ ND1 ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ Ι ΤΗΣ 
ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΗΣ ΑΛΥΣΙΔΑΣ 
Για το τµήµα των 293 bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNALeu(UUR) καθώς και τµήµατα των γονιδίων 
του 16S rRNA και της ND1 υποµονάδας του συµπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας εντοπίστηκαν 3 
διαφορετικά πρότυπα µε τη µέθοδο του SSCP. 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 7: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο ND1 και στο γονίδιο 16S rRNA σε σύνολο 50 
ατόµων. 
Άτοµα  (3)                       Μεταλλάξεις                    
No  6                               ND1 
                                                         G3337A 
 
No  23                               ND1 
                                                         T3336C 
 
Νο  24              16S rRNA 
               T3197C 
 
 
Εικόνα 27: Τµήµα του mtDNA. Με το πλαίσιο 
κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα άκρα των εκκινητών 
που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων 
tRNALeu(UUR). 
(Β) 
(A) 
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Εικόνα 29: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου ND1 σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 6 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση G->A στη θέση 3337. 
 
 
 
Εικόνα 30: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου ND1 σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 23 (Β). Είναι 
εµφανής η µετάπτωση T->C στη θέση 3336. 
 
 
Εικόνα 28: Στο πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου 10% (22 ώρες, 
220Volt, 4oC ) απεικονίζονται µε το 
πράσινο βελάκι το πρότυπο της 
µετάλλαξης ND1 G3337A µε το µπλε 
βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης ND1 
T3336C και µε το λευκό βελάκι το 
πρότυπο της µετάλλαξης 16S rRNA 
T3197C. Τα υπόλοιπα δείγµατα 
εµφανίζουν το φυσιολογικό γονότυπο. 
(A) 
(B) 
(A) 
(B) 
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Εικόνα 31: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου 16S rRNA σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 24 (Β). 
Είναι εµφανής η µετάπτωση T->C στη θέση 3197. 
 
 
 
 
3.6 ΓΟΝΙΔΙΟ tRNALys ΚΑΙ ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΗΣ 
ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ II ΤΗΣ ΟΞΕΙΔΑΣΗΣ ΤΟΥ ΚΥΤΟΧΡΩΜΑΤΟΣ C ΚΑΙ 
ΤΗΣ A8 ΥΠΟΜΟΝΑΔΑΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ V ΤΗΣ ΑΝΑΠΝΕΥΣΤΙΚΗΣ 
ΑΛΥΣΙΔΑΣ 
Για το τµήµα των 217 bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNALys καθώς και τµήµατα των γονιδίων της 
υποµονάδας II της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c και της A8 υποµονάδας του συµπλόκου V της 
αναπνευστικής αλυσίδας εντοπίστηκαν 5 διαφορετικά πρότυπα µε τη µέθοδο του SSCP. 
 
 
 
 
 
 
(Α) 
(B) 
Εικόνα 32: Τµήµα του mtDNA. Με το πλαίσιο 
κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα άκρα των εκκινητών 
που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων 
tRNALys. 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:40:10 EET - 137.108.70.7
 63
ΠΙΝΑΚΑΣ 8: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο COII και στην µη κωδική περιοχή 7 (NC7) σε 
σύνολο 50 ατόµων. 
Άτοµα  (11)                       Μεταλλάξεις                    
No  13                               COII 
                                                          T8200C 
 
No  14                               COII 
     19                                              G8251A 
     20 
 
No  39                               NC7 
                                                          A8271G 
 
No  38                                  NC7 
                                                          ins8277 (4C) 
 
No  26 
     27                                NC7 
     28                               G8292A 
     29 
     41 
 
 
 
 
Εικόνα 34: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου COII σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 13 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση T->C στη θέση 8200. 
 
Εικόνα 33: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22 
ώρες, 220Volt, 4oC ) απεικονίζονται µε το πράσινο 
βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης COII T8200C, µε 
το µπλε βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης COII 
G8251A, µε τα λευκά βελάκια το πρότυπο της 
µετάλλαξης NC7 G8292A, µε το κίτρινο βελάκι το 
πρότυπο της µετάλλαξης NC7 ins8277 (4C), και µε το 
κόκκινο βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης NC7 
A8271G. Τα υπόλοιπα δείγµατα εµφανίζουν το 
φυσιολογικό γονότυπο. 
(A) 
(B) 
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Εικόνα 35: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου COII σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 14 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση G->A στη θέση 8251. 
 
Εικόνα 36: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος της περιοχής NC7 σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 28 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση G->A στη θέση 8292. 
 
 
Εικόνα 37: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος της περιοχής NC7 σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 39 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση A->G στη θέση 8271. 
(A) 
(B) 
(A) 
(B) 
(B) 
(A) 
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Εικόνα 38: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος της περιοχής NC7 σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 38 (Β). Είναι εµφανής η προσθήκη 4C στη θέση 8277. 
 
3.7 ΓΟΝΙΔΙΟ tRNAPhe ΚΑΙ ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΟΥ D-LOOP ΚΑΙ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ 
ΤΟΥ 12S rRNA 
Για το τµήµα των 208 bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNAPhe καθώς και τµήµατα του D-loop και του 
γονιδίου του 12S rRNA εντοπίστηκαν 3 διαφορετικά πρότυπα µε τη µέθοδο του SSCP. 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 9: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο 12S rRNA και στο D-loop σε σύνολο 50 ατόµων. 
Άτοµα  (6)                       Μεταλλάξεις                    
No  8                              12S rRNA 
                                                           T721C 
 
No  14 
     24                                D-loop 
     30                            ins568-573 (3C) 
     37 
 
No  23                      D-loop                      12S rRNA 
                                         ins568-573 (5C)                 T669C 
 
 
 
 
 
Εικόνα 39: Τµήµα του mtDNA. Με το πλαίσιο 
κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα άκρα των εκκινητών 
που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων 
tRNAPhe. 
 
(B) 
(A) 
και 
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Εικόνα 41: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου 12S rRNA σε άτοµο control (A) και 
στο άτοµο 6 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση T->C στη θέση 721. 
 
 
 
 
Εικόνα 42: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου 12S rRNA σε άτοµο control (A) και 
στο άτοµο 23 (Β). Είναι εµφανής η µετάπτωση T->C στη θέση 669. 
 
 
 
Εικόνα 40: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% 
(22 ώρες, 220Volt, 4oC ) απεικονίζονται µε το 
πράσινο βελάκι το πρότυπο της µετάλλαξης 12S 
rRNA T721C, µε το λευκό βελάκι το πρότυπο της 
µετάλλαξης D-loop ins568-573 (3C), και µε το 
κίτρινο βελάκι το πρότυπο του συνδυασµού της 
µετάλλαξης D-loop ins568-573 (5C) και της 
µετάλλαξης 12S rRNA T669C. Τα υπόλοιπα 
δείγµατα εµφανίζουν το φυσιολογικό γονότυπο. 
(A) 
(B) 
(A) 
(B) 
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Εικόνα 43: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος της περιοχής D-loop σε άτοµο control (A) και στο 
άτοµο 24 (Β). Είναι εµφανής η προσθήκη 3C στη θέση 568. 
 
 
Εικόνα 44: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος της περιοχής D-loop σε άτοµο control (A) και στο άτοµο 23 
(Β). Είναι εµφανής η προσθήκη 5C στη θέση 568. 
 
3.8 ΓΟΝΙΔΙΑ tRNASer(UCN), tRNAAsp & ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ 
Όσον αφορά τα γονίδια tRNASer(UCN), tRNAAsp καθώς και τα τµήµατα των γονιδίων COI και COII του 
συµπλόκου III της αναπνευστικής αλυσίδας στην παρούσα εργασία δεν ανιχνεύτηκε κανένας 
πολυµορφισµός. 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 45: Τµήµα του mtDNA. Με το πλαίσιο 
κόκκινου χρώµατος φαίνονται τα άκρα των 
εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση 
των γονιδίων tRNASer(UCN), και tRNAAsp. Στα 
συγκεκριµένα γονίδια δεν βρέθηκε καµία µετάλλαξη 
στην παρούσα εργασία. 
(B) 
(A) 
(A) 
 
(B) 
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3.9 ΣΥΝΟΨΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 10: Συγκεντρωτικός πίνακας µε τις 20 µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στους 50 ασθενείς µε 
Alzheimer που µελετήθηκαν. Αναφέρεται οι αριθµός των ατόµων που εµφάνισαν τη µετάλλαξη και οι θέσεις 
των µεταλλάξεων στο tRNA. 
 
tRNAGln T4336C 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 
Βραχίονας 
υποδοχής 
8 
tRNACys C5772T 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 Θηλιά ΤψC 13 
tRNATrp A5558G 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 Θηλιά ΤψC 47 
tRNAThr C15904T 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 Θηλιά D 17 
tRNAThr A15924G 
µη 
κωδικοποιούσα 
2 
Βραχίονας 
Αντικωδικονίου 
37 
tRNAThr G15928A 
µη 
κωδικοποιούσα 
2 
Βραχίονας 
Αντικωδικονίου 
41 
tRNAThr C15946T 
µη 
κωδικοποιούσα 
2 
Βραχίονας 
υποδοχής 
59 
12S rRNA T669C 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 — 22 
12S rRNA T721C 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 — 74 
16S rRNA T3197C 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 — 1527 
MT-CO2 T8200C συνώνυµη 1 — 615 
MT-CO2 G8251A συνώνυµη 3 — 666 
MT-ND1 T3336C συνώνυµη 1 — 30 
MT-ND1 G3337A V—M 1 — 31 
NC7 A8271G 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 — — 
NC7 ins8277 (4C) 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 — — 
NC7 G8292A 
µη 
κωδικοποιούσα 
5 — — 
NC10 A15954C 
µη 
κωδικοποιούσα 
2 — — 
D-loop ins568-572 (3C) 
µη 
κωδικοποιούσα 
3 — — 
D-loop ins568-572 (5C) 
µη 
κωδικοποιούσα 
1 — — 
Γονίδιο 
Νουκλεοτιδική 
αλλαγή 
Αποτέλεσµα 
αλλαγής 
Αριθµός 
ατόµων 
Θέση στο tRNA 
Αριθµός νουκλεοτιδίου 
στο γονίδιο 
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Εικόνα 46: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAThr στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην 
παρούσα µελέτη και η θέση τους στο µόριο του tRNAThr.  
 
Εικόνα 47: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAGln στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην 
παρούσα µελέτη και η θέση τους στο µόριο του tRNAGln. 
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Εικόνα 48: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNATrp στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην 
παρούσα µελέτη και η θέση τους στο µόριο του tRNATrp.  
 
Εικόνα 49: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNACys στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην 
παρούσα µελέτη και η θέση τους στο µόριο του tRNACys.  
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Εικόνα 50: Στην εικόνα φαίνονται οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην 
παρούσα µελέτη σε παρακείµενες περιοχές των γονιδίων tRNA που εξετάστηκαν. 
 
 
Εικόνα 51: Στην εικόνα φαίνεται η οξειδωτική φωσφορυλίωση και τα σύµπλοκα που συµµετέχουν σ’ αυτή. 
Με κόκκινο πλαίσιο επισηµαίνεται η υποµονάδα ΙΙ της οξειδάσης του κυτοχρώµατος c στο σύµπλοκο IV 
όπου εντοπίστηκαν οι µεταλλάξεις T8200C & G8251A. 
 
MT-CO2 
T8200C & G8251A 
D-loop 
T8200C G8251A A8271G INS8277(4C) G8292A  
 
tRNA Phe 
577-647 
 
  D-loop 
12S rRNA 
549 757 
  
 
tRNA Leu(UUR) 
3230-3304   
ND1 
3130 3423 
  16S rRNA 
 
tRNA Lys 
8295-8364  
A8 
8173 8390 
  COII 
 
tRNA Thr 
15888-15953   
15839 16050 
 Cyt b tRNA 
Pro 
15955-16023 
T669C T721C Ins568-572 
(3C) & (5C)  
T3197C T3336C G3337A 
A15954C 
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Εικόνα 52: Στην εικόνα φαίνεται το µόριο του 12S rRNA και επισηµαίνονται οι µεταλλάξεις T669C & 
T721C που βρέθηκαν σε αυτό το γονίδιο στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην παρούσα µελέτη. 
 
 
Εικόνα 53: Στην εικόνα φαίνεται το µόριο του 16S rRNA και επισηµαίνεται η µετάλλαξη T3197C που 
βρέθηκε σε αυτό το γονίδιο στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην παρούσα µελέτη. 
12S rRNA 
T721C 
T669C 
T3197C 
16S rRNA 
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Εικόνα 54: Στην εικόνα φαίνεται το µόριο του ND1 και επισηµαίνονται οι µεταλλάξεις T3336C & G3337A 
που βρέθηκαν σε αυτό το γονίδιο στους 50 ασθενείς µε Alzheimer στην παρούσα µελέτη. 
 
Πίνακας 11α. Οι µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν στα γονίδια tRNA στους 50 ασθενείς µε Alzheimer και η 
συχνότητα µε την οποία βρέθηκαν στους ασθενείς και στα άτοµα ελέγχου. Με πράσινο χρώµα 
επισηµαίνονται οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στα αποτελέσµατα µίας άλλης µελέτης που πραγµατοποιήθηκε 
στο εργαστήριο. 
 
Γενετικός τόπος Αλλαγή νουκλεοτιδίου Alzheimer Φυσιολογικοί 
tRNA Gln T4336C 1/50 (2%) 1/72 (~1,4%) 
tRNA Trp  A5558G 1/50 (2%) 0/98 
tRNA Cys G5772A 1/50 (2%) 0/121 
tRNA Thr C15904T 1/50 (2%) 1/121 (~0,83%) 
tRNA Thr A15924G 2/50 (4%) 4/121 (~3,3%) 
tRNA Thr G15928A 2/50 (4%) 11/121 (~9,1%) 
tRNA Thr C15946T 2/50 (4%) 0/121 
tRNA Gly T10007C 1/50 (2%) 0/117 
tRNA Gly T10034C 1/50 (2%) 0/117 
 
Πίνακας 11β. Οι µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν στα γονίδια rRNA στους 50 ασθενείς µε Alzheimer και η 
συχνότητα µε την οποία βρέθηκαν στους ασθενείς και στα άτοµα ελέγχου 
 
Γενετικός τόπος Αλλαγή νουκλεοτιδίου Alzheimer Φυσιολογικοί 
12S rRNA T669C 1/50 (2%) 0/61 
12S rRNA T721C 1/50 (2%) 1/61 (~1,6%) 
16S rRNA T3197C 1/50 (2%) 1/175 (~0,6%) 
 
 
 
 
T3336C G3337A 
ND1 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:40:10 EET - 137.108.70.7
 74
Πίνακας 11γ. Οι µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες στους 50 
ασθενείς µε Alzheimer και η συχνότητα µε την οποία βρέθηκαν στους ασθενείς και στα άτοµα ελέγχου. Με 
πράσινο χρώµα επισηµαίνονται οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στα αποτελέσµατα µίας άλλης µελέτης που 
πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο. 
 
Γενετικός τόπος Αλλαγή νουκλεοτιδίου Alzheimer Φυσιολογικοί 
ND1 T3336C 1/50 (2%) 0/175 
ND1 G3337A 1/50 (2%) 0/175 
COII T8200C 1/50 (2%) 0/175 
COII G8251A 3/50 (6%) 4/175 (~2,3%) 
ND3 C10124T 1/50 (2%) 1/117 (~0,9%) 
ND3 A10398G 10/50 (20%) 6/62 (~9,7%) 
 
Πίνακας 11δ. Οι µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν στις µη κωδικές περιοχές του mtDNA στους 50 ασθενείς 
µε Alzheimer και η συχνότητα µε την οποία βρέθηκαν στους ασθενείς και στα άτοµα ελέγχου 
 
Γενετικός τόπος Αλλαγή νουκλεοτιδίου Alzheimer Φυσιολογικοί 
NC7 A8271G 1/50 (2%) 0/175 
NC7 ins8277 (4C) 1/50 (2%) 0/175 
NC7 G8292A 5/50 (10%) 2/175 (~1,2%) 
NC10 A15954C 2/50 (4%) 2/121 (~1,7%) 
D-loop  ins568-573 (3C) 3/50 (6%) 1/61 (~3.5%) 
D-loop  ins568-573 (5C) 1/50 (2%) 0/61 
 
Πίνακας 12. Οι συνδυασµοί µεταλλάξεων που ανιχνεύθηκαν στους ασθενείς µε Alzheimer. Κανένας από 
αυτούς δεν ανιχνεύθηκε σε φυσιολογικά άτοµα. 
 
Συνδυασµός των µεταλλάξεων του mtDNA 
(µε βάση τα συνολικά αποτελέσµατα) 
50 ασθενείς µε 
Alzheimer 
G3337A-ND1, C15946T-tRNAThr, A10398G-ND3, C7028T-COI 1/50 (2%) 
T4336C-tRNAGln, T721C-12S rRNA 1/50 (2%) 
G8251A- COII, A15924G-tRNAThr, ins568-573 (3C)-(D-loop), 
T10034C-tRNAGly, A10398G-ND3, C7028T-COI 
1/50 (2%) 
C15946T-tRNAThr, A10398G-ND3, C7028T-COI 1/50 (2%) 
G8251A- COII, C7028T-COI 2/50 (4%) 
T3336C-ND1, T669C-12S rRNA, ins568-573 (5C)-(D-loop), 
C10128T-(ND3), A10398G-ND3, C7028T-COI 
1/50 (2%) 
T3197C-16S rRNA, ins568-573 (3C)-(D-loop), C7028T-COI 1/50 (2%) 
A10398G-ND3, C7028T-COI 5/50 (10%) 
G15928A-tRNAThr, A10398G-ND3, C7028T-COI 1/50 (2%) 
A8271G-NC7, G15928A-tRNAThr 1/50 (2%) 
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Πίνακας 13: Πολυµορφισµοί που χαρακτηρίζουν απλοοµάδες. [Raule et al (2006)] 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 14: Μεταλλάξεις που ανιχνεύτηκαν στους 50 ασθενείς µε Alzheimer που εξετάστηκαν στο εργαστήριο. 
Είναι ξεκάθαρο ότι ορισµένοι ασθενείς φέρουν συνδυασµούς µεταλλάξεων του mtDNA. Αυτοί οι συνδυασµοί δεν έχουν 
παρατηρηθεί σε άτοµα ελέγχου που εξετάστηκαν παράλληλα µε την παρούσα µελέτη 
 
Ασθενείς που 
εµφάνισαν µετάλλαξη 
Μεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν 
6 (ND1) 
G3337A 
(tRNA Thr) 
C15946T 
(ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
8 (tRNA Gln) 
T4336C 
(12S rRNA) 
Τ721C 
12 (tRNA Gly) 
T10007C 
13 (COII) 
T8200C 
14 (COII) 
G8251A 
(tRNA Thr) 
A15924G 
(D-loop) 
Ins568-573 
(3C) 
(tRNA Gly) 
T10034C 
(ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
15 (tRNA Thr) 
C15946T 
(ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
16 (tRNA Thr) 
A15924G 
17 (NC10) 
A15954C 
19 (COII) 
G8251A 
(COI) 
C7028T 
20 (COII) 
G8251A 
(COI) 
C7028T 
21 (tRNA Thr) 
C15904T 
23 (ND1) 
T3336C 
(12S rRNA) 
T669C 
(D-loop) 
ins568-573 
(5C) 
(ND3) 
C10128T 
(ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
24 (16S rRNA)T3197C (D-loop) 
ins568-573 (3C) 
(COI) 
C7028T 
26 (NC7) 
G8292A 
27 (NC7) 
G8292A 
C>T 
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28 (NC7) 
G8292A 
29 (NC7) 
G8292A 
30 (D-loop) 
ins568-573 (3C) 
32 (NC10) 
A15954C 
33 (tRNATrp) 
A5558G 
34 (ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
35 (tRNA Thr) 
G15928A 
(ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
36 (ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
37 (D-loop) 
ins568-573 (3C) 
38 (NC7) 
ins8277 (4C) 
39 (NC7) 
A8271G 
(tRNA Thr) 
G15928A 
40 (ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
41 (NC7) 
G8292A 
42 (tRNA Cys) 
G5772A 
45 (ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
47 (ND3) 
A10398G 
(COI) 
C7028T 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Στην παρούσα εργασία, όπου µελετήθηκαν τα 15 από τα 22 tRNA γονίδια 50 ατόµων µε Alzheimer, 
εντοπίστηκε µε τη χρήση µοριακών τεχνικών ένας αξιοσηµείωτος αριθµός µεταλλάξεων. Καθώς οι εκκινητές 
που χρησιµοποιήθηκαν δεν ενίσχυαν επακριβώς τα γονίδια των tRNA, αλλά ενίσχυαν και τµήµατα των 
παρακείµενων γονιδίων τους, ανιχνεύθηκαν αλλαγές και στις παρακείµενες περιοχές. Συγκεκριµένα, 
εντοπίστηκαν 20 σηµειακές µεταλλάξεις από τις οποίες οι 7 αφορούν γονίδια tRNA, ενώ οι 13 τις 
παρακείµενες περιοχές. 
Οι 7 µεταλλάξεις που βρέθηκαν σε γονίδια tRNA αφορούν τα γονίδια tRNAThr, tRNAGln, tRNATrp, και 
tRNATyr. 
Η µετάλλαξη tRNAThr Α15924G εµφανίζεται στο 4% (2/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και στο 
3,3% (4/121) του πληθυσµού της Θεσσαλίας. Εντοπίζεται στο τελευταίο ζεύγος βάσεων του στελέχους του 
αντικωδικονίου που βρίσκεται παρακείµενα µε τη θηλιά του αντικωδικονίου (Εικόνα 46). Αναφέρεται ως 
παθογόνος µετάλλαξη και έχει συνδεθεί µε τη θανατηφόρο βρεφική µυοπάθεια (LIMM). Ωστόσο, η 
συγκεκριµένη µετάλλαξη δεν προκαλεί απαραίτητα τη νόσο αφού σε µελέτη που πραγµατοποιήθηκε σε 
φυσιολογικούς Καυκάσιους βρέθηκε στο 11% (11/103) του πληθυσµού [Brown et al, (1992)]. Έχει επίσης 
ταυτοποιηθεί σε ένα περιστατικό σε ένα βρέφος 10 µηνών σε συνδυασµό µε την µετάλλαξη tRNAAsn 
T5693C. 
Η αλλαγή στο tRNAThr G15928A εντοπίστηκε στο 4% (2/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και στο 
9,1% (11/121) του πληθυσµού της Θεσσαλίας και η θέση της στο tRNA είναι στον βραχίονα του 
αντικωδικονίου (Εικόνα 46). Η θέση αυτή είναι ελάχιστα διατηρηµένη. Σε µία µελέτη όπου εξετάστηκε 
ολόκληρο το mtDNA ασθενών για την µοριακή επιβεβαίωση µιτοχονδριακών διαταραχών, βρέθηκε ότι η 
συχνότητα της αλλαγής αυτής στους ασθενείς και η συχνότητα στην οµάδα ελέγχου δεν παρουσίαζαν 
στατιστικά σηµαντική διαφορά [Wong L, et al (2002)], οδηγώντας έτσι στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για µη 
παθογόνο πολυµορφισµό. Ακόµα, µία µελέτη επιβεβαίωσε ότι αυτή η αλλαγή παρουσιάζεται µόνο στον 
απλότυπο Τ [Ruiz-Pesini E, et al (2000)]. Από την άλλη, οι Mayr-Wohlfart et al έφτασαν στο συµπέρασµα 
ότι αυτή η αλλαγή πιθανώς συµβάλει στην σκλήρυνση κατά πλάκας [Mayr-Wohlfart U, et al (1996)] και στο 
Parkinson [Mayr-Wohlfart U, et al (1997)]. Ακόµα, σε µία φυλογενετική ανάλυση του mtDNA ασθενών 
Alzheimer και φυσιολογικών ατόµων σε έναν Γαλλο-Καναδικό πληθυσµό, βρέθηκε ότι αυτή η αλλαγή 
παρουσιάζεται µε µεγαλύτερη συχνότητα στα φυσιολογικά άτοµα σε σύγκριση µε τους ασθενείς µε Alzheimer 
[Chagnon P, et al (1999)]. 
Η µετάλλαξη tRNAThr C15904T εµφανίζεται στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και στο 
0,83% (1/121) του πληθυσµού της Θεσσαλίας. Εντοπίζεται στην θηλιά της διυδροουρακίλης (DHU) (Εικόνα 
46). Αυτή η αλλαγή θεωρείται χαρακτηριστική του απλότυπου V [Macaulay et al (1999), Fraumene C, et al 
(2006)]. Αυτή η αλλαγή έχει ακόµα βρεθεί σε έναν ασθενή µε σύνδροµο MERFF σε συνδυασµό µε την 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:40:10 EET - 137.108.70.7
 78
µετάλλαξη tRNALys A8344G η οποία έχει συσχετιστεί µε αυτό το σύνδροµο [Houshmand M. et al (1994)], 
και έχει βρεθεί και σε φυσιολογικά άτοµα [Van den Ouweland JMW et al (1992)]. Στην µελέτη των Wong L 
et al (2002) όπου εξετάστηκε ολόκληρο το mtDNA ασθενών για την µοριακή επιβεβαίωση µιτοχονδριακών 
διαταραχών, βρέθηκε ότι η συχνότητα αυτής της αλλαγής στους ασθενείς και στην οµάδα ελέγχου δεν 
παρουσίαζε στατιστικά σηµαντική διαφορά, οδηγώντας έτσι στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για µη παθογόνο 
πολυµορφισµό. Έχει, τέλος, αναφερθεί ως συχνός πολυµορφισµός που παρουσιάζεται στα φυσιολογικά άτοµα 
σε συχνότητα τουλάχιστον 1% [Sternberg D, et al (1998)]. 
Η µετάλλαξη tRNAThr C15946T εµφανίζεται στο 4% (2/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και 
εντοπίζεται στο 1ο ζεύγος βάσεων του βραχίονα υποδοχής (Εικόνα 46). Αυτή η αλλαγή αναφέρεται ως 
σχετικά σπάνιος πολυµορφισµός [Sternberg D, et al (2001)]. Ακόµα, αναφέρεται στις βάσεις δεδοµένων για 
το µιτοχόνδριο (mitomap) ως κοινός πολυµορφισµός και δεν έχει σχετισθεί µε κάποιο κλινικό φαινότυπο. 
Στο γονίδιο tRNAGln εντοπίστηκε η µετάλλαξη Τ4336C στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν 
και στο 1,4% (1/72) του φυσιολογικού πληθυσµού. H θέση της εντοπίζεται στο βραχίονα υποδοχής του 
tRNA (Εικόνα 47). Αναφέρεται και ως παθογόνος µετάλλαξη µε πιθανή συσχέτιση µε τις νόσους Alzheimer 
και Parkinson [Wallace et al (1992)]. Έχει βρεθεί στο 5% των ασθενών µε Alzheimer σύµφωνα µε κάποιες 
µελέτες [Hutchin et al (1995), Brown et al (1996)]. Σε κάποιες άλλες µελέτες το ποσοστό της 
συγκεκριµένης µετάλλαξης σε άτοµα που πάσχουν από τις δύο αυτές νευροεκφυλιστικές ασθένειες είναι 
ανάλογο µε το ποσοστό που απαντάται και στο γενικό πληθυσµό και δεν αποδεικνύεται κάποια συσχέτιση 
[Leroy and Norby (1994), Mayr-Wohlfart et al (1997)]. Σε κάθε περίπτωση είναι δύσκολο να εκτιµηθεί ο 
ρόλος των µιτοχονδριακών µεταλλάξεων στις ασθένειες αυτές για τις οποίες η παθοφυσιολογία δεν είναι 
πλήρως γνωστή. Η ίδια µετάλλαξη έχει ανιχνευθεί σε άτοµα που παρουσίασαν ηµικρανίες αλλά και απώλεια 
ακοής [Finnila et al (2001)]. 
Στο γονίδιο tRNATrp εντοπίστηκε η µετάλλαξη A5558G στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. 
Η συγκεκριµένη αλλαγή εντοπίζεται στο 1ο ζεύγος βάσεων της θηλιάς ΤψC (Εικόνα 48) και αναφέρεται για 
πρώτη φορά (δεν υπάρχει καµία καταχώρηση στις σχετικές βάσεις δεδοµένων πολυµορφισµών - 
µεταλλάξεων για το µιτοχονδριακό DNA). Στην ίδια περιοχή του γονιδίου tRNATrp έχει ανιχνευθεί µία 
ακόµα µετάλλαξη. Αυτή είναι η A5559G και έχει αναφερθεί στο σύνδροµο Leigh [Mkaouar-Rebai E, et al 
(2009]. 
Στο γονίδιο tRNATyr εντοπίστηκε η µετάλλαξη G5772A στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. 
Η συγκεκριµένη αλλαγή εντοπίζεται στη θηλιά ΤψC (Εικόνα 49) και αναφέρεται για πρώτη φορά (δεν 
υπάρχει καµία καταχώρηση στις σχετικές βάσεις δεδοµένων πολυµορφισµών - µεταλλάξεων για το 
µιτοχονδριακό DNA). Στην ίδια περιοχή του γονιδίου tRNATyr έχουν ανιχνευθεί 2 ακόµα µεταλλάξεις οι 
οποίες αναφέρονται στην βιβλιογραφία ως πολυµορφισµοί και δεν έχουν συσχετιστεί µε κάποιο νόσηµα. Είναι 
ενδιαφέρον το γεγονός ότι η περιοχή στην οποία βρίσκεται αυτή η µετάλλαξη είναι το σηµείο έναρξης της 
αντιγραφής του κλώνου L (L-strand origin). 
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Οι 13 µεταλλάξεις που αποµένουν εντοπίστηκαν σε παρακείµενες περιοχές των γονιδίων tRNA που 
εξετάστηκαν. Αυτές οι περιοχές είναι το 12S rRNA, το 16S rRNA, το γονίδιο COII, το γονίδιο ND1, η D-
loop και 2 µη κωδικοποιούσες περιοχές του mtDNA. 
Στο 12S rRNA εντοπίστηκε η µετάλλαξη T669C στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. Η 
µετάλλαξη αυτή έχει αναφερθεί ότι σχετίζεται µε την µη συµπτωµατική απώλεια ακοής (NSHL) και έχει 
προταθεί ως µία νέα πιθανή παθογόνος αλλαγή του mtDNA. Έχει εντοπιστεί σε µία οικογένεια µε µητρικά 
κληρονοµούµενη NSHL, αλλά παρατηρήθηκε µερική διεισδυτικότητα, και διαφορετική ένταση και ηλικία 
εµφάνισης των συµπτωµάτων [Leveque M, et al (2007)]. Η συχνότητα αυτής της αλλαγής αναφέρεται ως 
χαµηλή στην βάση δεδοµένων mtDB (0,04%) [Ingman M & Gyllensten U (2006)], αποκλείοντας έτσι την 
περίπτωση αυτή η µετάπτωση να είναι µία συχνή παραλλαγή της αλληλουχίας του 12S rRNA. Ακόµα 
βρέθηκε ότι η παρουσία T στην θέση 669 είναι σχετικά καλά διατηρηµένη στα θηλαστικά [Rydzanicz M, et 
al (2010)]. Παρόλα αυτά η παθογόνος φύση της µετάπτωσης αυτής παραµένει αµφισβητήσιµη. Εκτός από 
την µελέτη των Leveque M, et al, δεν υπάρχει άλλη απόδειξη για την παθογονικότητα αυτής της 
µετάπτωσης. Σε άλλες δύο µελέτες η T669C εντοπίστηκε στα άτοµα της οµάδας ελέγχου [Konings A et al 
(2008), Elstner M, et al (2008)] και σχετίζεται µε τον απλότυπο N1a. 
Στο 12S rRNA εντοπίστηκε επίσης η µετάλλαξη T721C στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν 
και στο 1,6% (1/61) του πληθυσµού της Θεσσαλίας. Αυτή η αλλαγή βρίσκεται σε µία δοµή θηλιάς στην 
προβλεπόµενη δισδιάστατη δοµή του 12S rRNA και έτσι είναι λιγότερο πιθανό να µπορεί να επηρεάσει την 
διαµόρφωση του µορίου (Εικόνα 51). Η αλλαγή αυτή βρίσκεται σε µία µη καλά διατηρηµένη περιοχή και δεν 
υπάρχουν αρκετά πειστικά στοιχεία για την παθογονικότητα αυτής της αλλαγής στην βιβλιογραφία [Elstner 
M, et al (2008)]. 
Στο 16S rRNA εντοπίστηκε η µετάλλαξη T3197C στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και 
στο 0,6% (1/175) του πληθυσµού της Θεσσαλίας. Σε µία µελέτη όπου εξετάστηκαν όλα τα γονίδια των 
µιτοχονδριακών tRNA για παρουσία µεταλλάξεων σε ασθενείς µε µιτοχονδριακές διαταραχές, η µετάλλαξη 
T3197C βρέθηκε µε την ίδια συχνότητα και στους ασθενείς και στα άτοµα της οµάδας ελέγχου, οδηγώντας 
έτσι στο συµπέρασµα ότι αυτή η παραλλαγή του 16S rRNA είναι ένας συχνός πολυµορφισµός στους 
Καυκάσιους πληθυσµούς [Sternberg D, et al (1998)]. Σε µία άλλη µελέτη σε ασθενείς µε εγκεφαλικά στον 
ινιακό λοβό, βρέθηκε ότι στους ασθενείς στους οποίους η αιτιολογία για το εγκεφαλικό ήταν η ηµικρανία, αν 
το mtDNA παίζει κάποιο ρόλο στην πρόκληση εγκεφαλικού επεισοδίου, αυτό µπορεί να καθοριστεί από τον 
πολυµορφισµό T3197C στο 16S rRNA και τον πολυµορφισµό A9477G στο γονίδιο COX III ο οποίος οδηγεί 
στην αντικατάσταση µίας βαλίνης από ισολευκίνη [Finnilä S, et al (2001)]. 
Στο γονίδιο COII εντοπίστηκε η µετάλλαξη T8200C στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. Η 
µετάλλαξη αυτή δεν προκαλεί αντικατάσταση αµινοξέος, είναι δηλαδή συνώνυµη, και αποτελεί 
χαρακτηριστικό πολυµορφισµό του απλότυπου G1 µαζί µε τις µεταλλάξεις T7867C (συνώνυµη) στο COII και 
G15323A και G15497A που προκαλούν αντικατάσταση αµινοξέος, Ala193Thr και Gly251Ser αντίστοιχα, 
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στο γονίδιο Cytb [Kong et al (2003), Tanaka et al (2004)]. Σε µία µελέτη στον Ιαπωνικό πληθυσµό για την 
εύρεση µιτοχονδριακών απλοτύπων που σχετίζονται µε το έµφραγµα του µυοκαρδίου βρέθηκε ότι οι άντρες 
που εξετάστηκαν και έφεραν τον απλότυπο G1, εµφάνιζαν αυξηµένο κίνδυνο µυοκαρδιακού εµφράγµατος 
[Nishigaki Y, et al (2007)]. Παρόλα αυτά, η µετάλλαξη αυτή αναφέρεται στις βάσεις δεδοµένων για το 
µιτοχόνδριο (mitomap) ως κοινός πολυµορφισµός και δεν έχει σχετισθεί µε κάποιο κλινικό φαινότυπο. 
Στο γονίδιο COII εντοπίστηκε η µετάλλαξη G8251A στο 6% (3/50) των ασθενών που εξετάστηκαν 
και στο 2,3% (4/175) του πληθυσµού της Θεσσαλίας. Η µετάλλαξη αυτή είναι συνώνυµη και είναι 
χαρακτηριστική του απλότυπου I [µαζί µε τις µεταλλάξεις G1719A (16S rRNA), C7028T (COI), A10398G 
(ND3) και G16391A (D-loop)] και του απλότυπου W (µαζί µε την µετάλλαξη C7028T) [Wallace DC 
(1994)]. Σε µία µελέτη σε Ιαπωνικό πληθυσµό η G8251A βρέθηκε ότι συµβάλλει σηµαντικά στην µακροζωία 
[Bilal E, et al (2008)]. Στις βάσεις δεδοµένων για το µιτοχόνδριο (mitomap) αναφέρεται ως κοινός 
πολυµορφισµός και δεν έχει σχετισθεί µε κάποιο κλινικό φαινότυπο. 
Στο γονίδιο NDI εντοπίστηκε η µετάλλαξη T3336C στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. 
Είναι συνώνυµη µετάλλαξη και αναφέρεται στις βάσεις δεδοµένων για το µιτοχόνδριο (mitomap) ως κοινός 
πολυµορφισµός και δεν έχει σχετισθεί µε κάποιο κλινικό φαινότυπο. 
Στο γονίδιο NDI εντοπίστηκε η µετάλλαξη G3337A στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. Η 
µετάλλαξη προκαλεί αντικατάσταση του 11ου αµινοξέος της υποµονάδας 1 της αφυδρογονάσης του NADH 
από βαλίνη σε µεθειονίνη. Η θέση της µετάλλαξης δεν είναι συντηρηµένη. Η µετάλλαξη αναφέρθηκε για 
πρώτη φορά σε δύο ασθενείς µε καρδιοµυοπάθεια σε συνδυασµό µε τις µεταλλάξεις tRNALeu(CUN) A12308G 
and tRNAThr C15946T. Σε αυτούς τους ασθενείς η µετάλλαξη ήταν σε οµοπλασµία. Η µελέτη αυτή 
αποφάνθηκε ότι η παρουσία των τριών παραπάνω µεταλλάξεων προδιαθέτει τους φορείς σε 
καρδιοµυοπάθεια δρώντας συνεργιστικά ή προκαλώντας αθροιστική αρνητική δράση στην λειτουργία της 
καρδιάς [Zifa E, et al (2008)]. 
Στη D-loop βρέθηκαν µία προσθήκη 3 κυτοσινών στην περιοχή 568-573 (ins568-573 (3C)) στο 6% 
(3/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και στο 1,6% (1/61) του πληθυσµού της Θεσσαλίας, και µία προσθήκη 
5 κυτοσινών στην περιοχή 568-573 (ins568-573 (5C)) στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. Στη 
βιβλιογραφία αναφέρεται ότι σε αυτή την θέση µπορεί να γίνει προσθήκη 2 έως 6 κυτοσινών και στην µελέτη 
που αναφέρθηκε για πρώτη φορά, η προσθήκη των κυτοσινών σε αυτή τη θέση προδιαθέτει την εµφάνιση 
σωµατικών µεταλλάξεων του mtDNA. Σε αυτή την µελέτη αναφέρθηκε ότι αυτή η προσθήκη παρουσιάζεται 
σε mtDNA του απλότυπου I και ότι σε µερικές περιπτώσεις ακόµα και µεταξύ συγγενών από την πλευρά 
της µητέρας και µεταξύ διαφορετικών ιστών στο ίδιο άτοµο µπορεί να υπάρχει διαφορετικός αριθµός 
πλεοναζόντων κυτοσινών σε αυτή την θέση. Έτσι, φαίνεται ότι σε αυτή την θέση αν συµβεί προσθήκη, η 
περιοχή αυτή γίνεται ασταθής, πιθανώς µέσω ενός µηχανισµού «γλιστρίµατος» της πολυµεράσης κατά την 
αντιγραφή [Torroni A, et al (1994)]. 
Στη περιοχή µεταξύ των γονιδίων COII και tRNALys (NC7) εντοπίστηκε η µετάλλαξη A8271G στο 2% 
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(1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. Η συγκεκριµένη αναφέρεται για πρώτη φορά (δεν υπάρχει καµία 
καταχώρηση στις σχετικές βάσεις δεδοµένων πολυµορφισµών - µεταλλάξεων για το µιτοχονδριακό DNA). 
Στην ίδια θέση έχει αναφερθεί ο πολυµορφισµός A8271T που αναφέρεται στις βάσεις δεδοµένων για το 
µιτοχόνδριο (mitomap) ως κοινός πολυµορφισµός και δεν έχει σχετισθεί µε κάποιο κλινικό φαινότυπο. 
Στη περιοχή µεταξύ των γονιδίων COII και tRNALys (NC7) εντοπίστηκε µία προσθήκη 4 κυτοσινών 
στην θέση 8277 (ins8277 (4C)) στο 2% (1/50) των ασθενών που εξετάστηκαν. Έχει ανιχνευθεί σε µία 
µελέτη για LHON στον Φινλανδικό πληθυσµό αλλά δεν συσχετίστηκε µε την ασθένεια [Vilkki J, et al (1989)] 
Στη περιοχή µεταξύ των γονιδίων COII και tRNALys (NC7) εντοπίστηκε η µετάλλαξη G8292A στο 
10% (5/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και στο 1,2% (2/175) του πληθυσµού της Θεσσαλίας. Η 
µετάλλαξη αυτή βρέθηκε για 1η φορά σε έναν ασθενή από την Δυτική Τουρκία µε εντοπισµένη µιτοχονδριακή 
µυοπάθεια και θεωρήθηκε πολυµορφισµός που δεν είχε κάποια επίδραση στην ασθένεια. Σε αυτόν τον 
ασθενή βρέθηκε µία άλλη πρωτοεµφανιζόµενη µετάλλαξη στο tRNAPhe (T618C) η οποία επηρεάζει 
σηµαντικά την δευτεροταγή και τριτοταγή δοµή του tRNAPhe και πιθανόν καταστρέφει την λειτουργία του 
[Kleinle S, et al (1998)]. 
Στη θέση 15954 (το ζεύγος βάσεων µεταξύ των γονιδίων tRNAThr και tRNAPro) βρέθηκε η µετάλλαξη 
A15954C στο 4% (2/50) των ασθενών που εξετάστηκαν και στο 1,7% (2/121) του πληθυσµού της 
Θεσσαλίας. Η µετάλλαξη αποτελεί χαρακτηριστικό πολυµορφισµό του υποαπλότυπου U1a µαζί µε τις 
µεταλλάξεις T195C, C285T, A663G, C2218T, G4991A, G6026A, A7403G, T7581C, T11116C, 
T12879C, A13104G, T13656C, A14070G, G14364A, T15115C, G15148A, G15217A, G16145A, 
T16189C [Fraumene C, et al (2006)] και αναφέρεται στις βάσεις δεδοµένων για το µιτοχόνδριο (mitomap) 
ως κοινός πολυµορφισµός και δεν έχει σχετισθεί µε κάποιο κλινικό φαινότυπο. 
Όσον αφορά τους απλότυπους του mtDNA, κοινοί πολυµορφισµοί του mtDNA καθορίζουν κλάσεις 
ειδικών για κάθε ήπειρο γονότυπων, απλότυπων, που µπορούν να ταυτοποιηθούν µε ανάλυση 
πολυµορφισµών µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP). Στην Ευρώπη, έχουν ταυτοποιηθεί εννέα 
διαφορετικοί µιτοχονδριακοί απλότυποι (H, I, J, K, T, U, V, W, X), οι οποίοι αντιπροσωπεύουν περισσότερο 
από το 90% όλων των µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων στον πληθυσµό [Torroni A, et al (1996)]. Οι 
πολυµορφισµοί που καθορίζουν τους παραπάνω απλότυπους φαίνονται στον Πίνακα 13.  
Με βάση τις µεταλλάξεις που βρέθηκαν στους ασθενείς που εξετάσαµε, έγινε δυνατή η κατάταξη 
κάποιων από τους ασθενείς σε απλοοµάδες, σύµφωνα µε τον παρακάτω πίνακα: 
ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ 
ΠΟΥ ΚΑΘΟΡΙΖΟΥΝ 
ΑΠΛΟΟΜΑΔΑ 
ΑΠΛΟΟΜΑΔΑ 
Α19 (COII)          (COI) 
G8251A          C7028T 
W 
Α20 (COII)          (COI) 
G8251A          C7028T 
W 
 
και 
και 
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Για να γίνει η κατάταξη και των υπόλοιπων ασθενών σε απλότυπους θα πρέπει να εξεταστούν οι 
ασθενείς για τους πολυµορφισµούς που καθορίζουν απλότυπους. Μέχρι να συµβεί αυτό δεν µπορούµε να 
έχουµε πλήρη εικόνα για την παρουσία των απλοτύπων στους ασθενείς που εξετάστηκαν.  
Με βάση τα παραπάνω αποτελέσµατα και τα αποτελέσµατα µίας άλλης µελέτης η οποία 
πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριό µας, µπορούµε να σχηµατίσουµε µία πλήρη εικόνα για τις µεταλλάξεις 
που ανιχνεύθηκαν στους 50 ασθενείς µε Alzheimer σε 17 από τα 22 γονίδια tRNA και στις παρακείµενες 
περιοχές τους.  
Η µετάλλαξη που ανιχνεύθηκε µε µεγαλύτερη συχνότητα στους ασθενείς µε Alzheimer ήταν η 
A10398G στο γονίδιο ND3, η οποία ανιχνεύθηκε στο 20% (10/50) των ασθενών και στο 9,7% (6/62) των 
φυσιολογικών ατόµων. Η µετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση του µη συντηρηµένου αµινοξέος στη θέση 
114 της ND3 από Thr σε Ala. Είναι χαρακτηριστικός πολυµορφισµός των απλοτύπων I, J, K [Raule et al 
(2006)]. Έχει αναφερθεί ότι το αλληλόµορφο 10398A, το οποίο βρέθηκε στο 80% (40/50) των ασθενών µε 
Alzheimer που εξετάσαµε, σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο για Alzheimer στους άντρες [van der Walt JM, 
et al (2004)], µε διπολική διαταραχή [Kato T (2001)] και καρκίνο [Mims MP, et al (2006)], ενώ το 
αλληλόµορφο 10398G αναφέρθηκε ότι σχετίζεται µε την µακροζωία [Niemi AK, et al (2005)]. Η 2η 
µετάλλαξη που βρέθηκε σε µεγάλη συχνότητα στους ασθενείς µε Alzheimer ήταν η G8292A στην µη κωδική 
περιοχή µεταξύ των γονιδίων COII και tRNALys  η οποία ανιχνεύθηκε στο 10% (5/50) των ασθενών και στο 
1,2% (2/175) του φυσιολογικού πληθυσµού. Για αυτή την µετάλλαξη δεν υπάρχουν αναφορές στην 
βιβλιογραφία σχετικά µε το ρόλο της στην εµφάνιση παθογένειας. Το γεγονός ότι η µετάλλαξη αυτή 
εµφανίστηκε µε σηµαντικά µεγαλύτερη συχνότητα στους ασθενείς µε Alzheimer είναι ενδιαφέρον, 
υποδηλώνοντας ότι πιθανώς σχετίζεται µε την ασθένεια. Η 3η µετάλλαξη που εµφανίστηκε µε σχετικά 
µεγάλη συχνότητα στους ασθενείς µε Alzheimer ήταν η G8251A στο γονίδιο COII, η οποία ανιχνεύθηκε 
στο 6% (3/50) των ασθενών και στο 2,3% (4/175) του φυσιολογικού πληθυσµού, δηλαδή µε µικρή διαφορά 
µεταξύ των δύο οµάδων. Οι υπόλοιπες µεταλλάξεις εµφανίστηκαν µε µικρότερη συχνότητα στους ασθενείς 
που εξετάστηκαν και οι συχνότητες εµφάνισής τους στους ασθενείς δεν είχαν σηµαντική διαφορά µε τις 
συχνότητες εµφάνισής τους στα φυσιολογικά άτοµα. Από τα παραπάνω φαίνεται ότι οι µεταλλάξεις που 
εµφανίστηκαν µε µεγαλύτερη συχνότητα στους ασθενείς µε Alzheimer που εξετάστηκαν αφορούσαν 
πρωτεϊνικά γονίδια (ND3, COII) και µη κωδικές περιοχές. Στα γονίδια tRNA βρέθηκαν µεταλλάξεις αλλά 
εµφανίστηκαν µε πολύ µικρή συχνότητα στους ασθενείς. Έτσι, µπορούµε να συµπεράνουµε ότι στο 
Alzheimer οι µεταλλάξεις στα γονίδια tRNA πιθανώς δεν διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση και 
εξέλιξη της ασθένειας. Φαίνεται, αντίθετα, ότι οι µεταλλάξεις σε γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες είναι 
πιο σηµαντικές. Παρόλα αυτά δεν έχουµε βιοχηµικά δεδοµένα για την επίδραση των µεταλλάξεων που 
βρέθηκαν στην λειτουργία του µιτοχονδρίου, εποµένως δεν µπορούµε να καταλήξουµε σε ασφαλή 
συµπεράσµατα για την επίδραση των µεταλλάξεων στην εµφάνιση και εξέλιξη της ασθένειας. 
Από τις µεταλλάξεις που ανιχνεύσαµε στους ασθενείς µε Alzheimer, 5 από αυτές έχουν αναφερθεί και 
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παλαιότερα στην βιβλιογραφία σε ασθενείς µε Alzheimer. Αυτές είναι οι ακόλουθες: tRNAGln T4336C 
[Wallace et al (1992), Hutchin et al (1995), Brown et al (1996), Leroy and Norby (1994), 
Mayr-Wohlfart et al (1997)], tRNAThr Α15924G [Elson JL, et al (2005)], tRNAThr G15928A [Chagnon 
P, et al (1999)], 16S rRNA T3197C [Brown M, et al (1996), Elson JL, et al (2005)], και 12S rRNA 
T721C [Brown M, et al (1996)]. 
Από τις παραπάνω µεταλλάξεις η tRNAGln T4336C έχει αναφερθεί σε ασθενείς µε Alzheimer από το 
1992. Στη δική µας µελέτη βρέθηκε στο 2% (1/50) των ασθενών και στο 1,4% (1/72) των φυσιολογικών 
ατόµων, δηλαδή µε ελάχιστη διαφορά µεταξύ των δύο οµάδων. Η µετάλλαξη tRNAThr Α15924G έχει 
αναφερθεί σε ασθενείς µε Alzheimer και σε άτοµα ελέγχου σε διάφορες µελέτες µε µη στατιστικά σηµαντική 
διαφορά στη συχνότητα εµφάνισής της µεταξύ των ασθενών και των φυσιολογικών ατόµων. Στη δική µας 
µελέτη βρέθηκε στο 4% (2/50) των ασθενών και στο 3,3% (4/121) των φυσιολογικών ατόµων, δηλαδή µε 
ελάχιστη διαφορά µεταξύ των δύο οµάδων. Η µετάλλαξη tRNAThr G15928A έχει αναφερθεί ως µετάλλαξη 
µε πιθανό προστατευτικό ρόλο στο Alzheimer. Πιο συγκεκριµένα, στη µελέτη των Changon P, et al (1999) 
βρέθηκε στο 5,8% (4/69) των ασθενών µε Alzheimer και στο 16,9% (14/83) των φυσιολογικών ατόµων. 
Βρέθηκε δηλαδή µε µεγαλύτερη συχνότητα σε φυσιολογικά άτοµα µε στατιστικά σηµαντική διαφορά. Η µεγάλη 
συχνότητα της µετάλλαξης στα φυσιολογικά άτοµα σε σχέση µε τα άτοµα µε Alzheimer υποδηλώνει ότι 
πιθανώς έχει προστατευτικό ρόλο στο Alzheimer. Στη δική µας µελέτη βρέθηκε στο 4% (2/50) των 
ασθενών και στο 9,1% (11/121) των φυσιολογικών ατόµων. Εποµένως, η µετάλλαξη αυτή εµφανίζεται µε 
µεγαλύτερη συχνότητα στα φυσιολογικά άτοµα ενισχύοντας έτσι την υπόθεση ότι η µετάλλαξη αυτή έχει 
πιθανώς κάποιον προστατευτικό ρόλο στο Alzheimer. Η µετάλλαξη 12S rRNA T721C έχει αναφερθεί σε 
έναν ασθενή µε Alzheimer στη µελέτη των Brown M, et al (1996). Σε αυτή την µελέτη βρέθηκε στο 1,43% 
(1/70) των ασθενών και σε κανένα από τα φυσιολογικά άτοµα. Ακόµα, η µετάλλαξη αυτή είχε 
συνκληρονοµηθεί στο ίδιο άτοµο µε την µετάλλαξη tRNAGln T4336C. Στη δική µας µελέτη βρέθηκε στο 2% 
(1/50) των ασθενών και στο 1,6% (1/61) των φυσιολογικών ατόµων. Ακόµα, όπως φαίνεται στον πίνακα 12, 
συγκληρονοµείται στο ίδιο άτοµο µε την µετάλλαξη tRNAGln T4336C. Η µετάλλαξη 16S rRNA T3197C 
έχει αναφερθεί σε ασθενείς µε Alzheimer και σε άτοµα ελέγχου. Στη δική µας µελέτη βρέθηκε στο 2% 
(1/50) των ασθενών και στο 0,6% (1/175) των φυσιολογικών ατόµων, δηλαδή µε πολύ µικρή διαφορά µεταξύ 
των δύο οµάδων. 
Το συµπέρασµα που προκύπτει από την εξέταση των µεταλλάξεων που είχαν αναφερθεί στη 
βιβλιογραφία σε ασθενείς µε Alzheimer είναι ότι σχεδόν όλες χαρακτηρίζονται ως πολυµορφισµοί και στις 
µελέτες που εντοπίστηκαν βρέθηκαν και στα φυσιολογικά άτοµα χωρίς να διαφέρει σηµαντικά η συχνότητα 
εµφάνισής τους µεταξύ ασθενών και φυσιολογικών ατόµων. Η εξαίρεση είναι η µετάλλαξη tRNAThr 
G15928A η οποία έχει αναφερθεί µε υψηλότερη συχνότητα στα φυσιολογικά άτοµα. Και στη δική µας µελέτη, 
αυτή η µετάλλαξη βρέθηκε µε µεγαλύτερη συχνότητα στα φυσιολογικά άτοµα. Με βάση τα παραπάνω 
µπορούµε να συµπεράνουµε ότι αυτές οι µεταλλάξεις δεν παίζουν κάποιο ρόλο στην παθογένεια του 
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Alzheimer. Όσον αφορά την µετάλλαξη G15928A, λόγω της µεγαλύτερης συχνότητάς της στα φυσιολογικά 
άτοµα, είναι πιθανό να διαδραµατίζει έναν προστατευτικό ρόλο στο Alzheimer. 
Όσον αφορά τις µεταλλάξεις που βρέθηκαν στην παρούσα µελέτη, εκτός από την µετάλλαξη A10398G 
στο γονίδιο ND3, δεν υπάρχουν στοιχεία στη βιβλιογραφία για την επίδραση αυτών των µεταλλάξεων στη 
λειτουργία των µιτοχονδρίων. 
Για την µετάλλαξη A10398G στο γονίδιο ND3, έχουν αναφερθεί τα εξής. Σε µία µελέτη 
χρησιµοποιήθηκαν κυτταροπλασµατικά υβρίδια στα οποία εκφραζόταν δυο πρωτεΐνες ραδιοµετρικού 
φθορισµού (radiometric fluorescent protein, RP) οι οποίες δρούσαν ως δείκτες ασβεστίου [Nagai T, et al 
(2001)] και οι οποίες ήταν στοχευµένες στον πυρήνα και στα µιτοχόνδρια, για να ανιχνευθούν 
πολυµορφισµοί οι οποίοι είχαν ενδοκυτταρική λειτουργική σηµασία. Έγινε ανάλυση της πλήρους αλληλουχίας 
του mtDNA των σειρών κυτταροπλασµατικών υβριδίων και βρέθηκε ότι οι µη συνώνυµοι πολυµορφισµοί 
8701A και 10398A, προκαλούσαν αύξηση του φθορισµού της στοχευµένης στο µιτοχόνδριο RP. Ακόµα 
βρέθηκε ότι το pH της µιτοχονδριακής µήτρας ήταν χαµηλότερο στα κυτταροπλασµατικά υβρίδια µε 
8701A/10398A σε σχέση µε αυτό των κυτταροπλασµατικών υβριδίων µε 8701G/10398G, υποδηλώνοντας 
ότι η διαφορά που παρατηρείται µέσω της RP προκλήθηκε κυρίως λόγω αλλαγών στα επίπεδα του 
µιτοχονδριακού ασβεστίου. Ακόµα, η απόκριση του κυτταροπλασµατικού ασβεστίου στην ισταµίνη έτεινε να 
είναι υψηλότερη στα κυτταροπλασµατικά υβρίδια µε 8701A/10398A. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το 
αλληλόµορφο 10398A σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο για Parkinson, Alzheimer, διπολική διαταραχή, και 
καρκίνο, ενώ το αλληλόµορφο 10398G σχετίζεται µε την µακροζωία. Έτσι, αυτή η µελέτη πρότεινε ότι αυτοί 
οι πολυµορφισµοί του mtDNA µπορεί να παίζουν κάποιο ρόλο στην παθοφυσιολογία αυτών των ασθενειών 
επηρεάζοντας το pH της µιτοχονδριακής µήτρας και την δυναµική ισορροπία του ενδοκυτταρικού ασβεστίου 
[Kazuno AA, et al (2006)]. Δηλαδή το αλληλόµορφο 10398A διαταράσσει το pH της µιτοχονδριακής µήτρας 
και την ισορροπία του ασβεστίου, ενώ το αλληλόµορφο 10398G δρα προστατευτικά σε αυτές τις ασθένειες 
διατηρώντας το pH και την ισορροπία του ασβεστίου στη φυσιολογική τους κατάσταση. 
Σε ορισµένους από τους ασθενείς που εξετάσαµε παρατηρήθηκε συγκληρονόµηση δύο ή περισσοτέρων 
µεταλλάξεων στο ίδιο άτοµο. Με βάση τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας και τα αποτελέσµατα µίας 
άλλης εργασίας που εξέτασε δύο άλλα γονίδια µιτοχονδριακών tRNA, τα tRNAGly και tRNAArg, στους ίδιους 
ασθενείς (Πίνακας 12) παρατηρούµε ότι το 30% (15/50) των ασθενών παρουσιάζει το φαινόµενο 
συγκληρονόµησης δύο ή περισσότερων µεταλλάξεων. Συγκεκριµένα, σε ένα άτοµο συγκληρονοµούνται οι 
µεταλλάξεις tRNAThr C15946T, ND1 G3337A, ND3 A10398G, και COI C7028T, σε ένα άλλο άτοµο οι 
µεταλλάξεις tRNAGln Τ4336C και 12S rRNA T721C, σε ένα άλλο άτοµο οι µεταλλάξεις COII G8251A, 
tRNAThr A15924G, D-Loop ins568-573 (3C), tRNAGly T10034C, ND3 A10398G, και COI C7028T ,σε 
ένα άλλο άτοµο οι µεταλλάξεις tRNAThr C15946T, ND3 A10398G, και COI C7028T, σε δύο άτοµα οι 
µεταλλάξεις COII G8251A, και COI C7028T, σε ένα άλλο άτοµο οι µεταλλάξεις ND1 T3336C, 12S 
rRNA T669C, D-loop ins568-573 (5C), ND3 C10128T, ND3 A10398G, και COI C7028T, σε ένα 
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άλλο άτοµο οι µεταλλάξεις 16S rRNA T3197C, D-loop ins568-573 (3C), και COI C7028T, σε πέντε 
άτοµα οι µεταλλάξεις ND3 A10398G, και COI C7028T, σε ένα άλλο άτοµο οι µεταλλάξεις tRNAThr 
G15928A, ND3 A10398G, και COI C7028T, και, τέλος, σε ένα άλλο άτοµο οι µεταλλάξεις NC7 A8271G 
και tRNAThr G15928A. Οι παραπάνω συνδυασµοί µεταλλάξεων δεν παρουσιάστηκαν στα άτοµα ελέγχου που 
εξετάστηκαν. Δεν µπορούµε να ξέρουµε τον τρόπο µε τον οποίο οι συνδυασµοί αυτοί επηρεάζουν την 
παθογένεια του Alzheimer επειδή δεν διαθέτουµε κανένα στοιχείο για τον τρόπο µε τον οποίο οι 
µεταλλάξεις αυτές επηρεάζουν την λειτουργία του µιτοχονδρίου. 
Όσον αφορά τους απλότυπους, µε βάση τη µέχρι σήµερα βιβλιογραφία, οι απλότυποι δεν φαίνεται να 
παίζουν σηµαντικό ρόλο στο Alzheimer. Ορισµένες µελέτες έχουν βρει συσχέτιση ορισµένων απλοτύπων µε 
το Alzheimer, ενώ άλλες δεν βρήκαν καµία συσχέτιση της ασθένειας µε κάποιον συγκεκριµένο απλότυπο. 
Με βάση τις µεταλλάξεις που βρέθηκαν στους ασθενείς που εξετάσαµε, έγινε δυνατή η κατάταξη δύο 
ασθενών στην απλοοµάδα W. Για να γίνει η κατάταξη και των υπόλοιπων ασθενών σε απλότυπους θα 
πρέπει να εξεταστούν όλοι οι ασθενείς για τους πολυµορφισµούς που καθορίζουν απλότυπους. Μέχρι να 
συµβεί αυτό δεν µπορούµε να έχουµε πλήρη εικόνα για την παρουσία των απλοτύπων στους ασθενείς που 
εξετάστηκαν. 
Τέλος, για να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για το ρόλο των σηµειακών µεταλλάξεων στα 
µιτοχονδριακά tRNA γονίδια και γενικότερα για τον ρόλο του mtDNA στην εµφάνιση της νόσου Alzheimer 
πρέπει να ολοκληρωθεί η έρευνα σε όλα τα tRNA γονίδια στους ασθενείς και να γίνει σύγκριση µε µεγάλη 
οµάδα του «φυσιολογικού» πληθυσµού. Ακόµα, θα πρέπει να ελεγχθεί ολόκληρο το µιτοχονδριακό γονιδίωµα 
ώστε να χαρακτηριστούν οι απλοοµάδες στις οποίες ανήκουν οι ασθενείς µε Alzheimer και θα πρέπει να 
µελετηθεί η συνεισφορά αυτών των απλότυπων στην εµφάνιση της ασθένειας.  
Ακόµα, οι µεταλλάξεις του mtDNA µπορεί να έχουν ευεργετική, βλαβερή ή και µηδαµινή επίδραση στην 
λειτουργία του µιτοχονδρίου. Εποµένως, είναι απαραίτητο να προσδιοριστεί η ακριβής επίδραση των 
µεταλλάξεων και των συνδυασµών µεταλλάξεων που έχουν βρεθεί στη λειτουργία των µιτοχονδρίων. Με 
αυτό τον τρόπο, θα µπορέσει να προσδιοριστεί η ακριβής επίδραση (ευεργετική, βλαβερή ή µηδαµινή) αυτών 
των µεταλλάξεων στη εµφάνιση και εξέλιξη των συµπτωµάτων του Alzheimer. 
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